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IL interleukin 
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MβCD methyl-β-cyclodextrin 
Mdr1 multiple drug resistance 1 
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第 1章 緒言 
 
第 1節 血液脳関門の生理機能と中枢病態への関与 
 
1-1-1. 血液脳関門の生理的役割 
 血液脳関門(blood-brain barrier: BBB)は循環血液と脳実質内を隔てる障壁として機
能し、血液から脳方向または脳から血液方向の物質の自由な移行を制御している。血
液脳関門の発見は 1695年 H. Ridleyによる水銀投与実験に遡ることができ(Ridley H, 
1695)、脳を保護する障壁としての血液脳関門の概念は 20世紀の初頭に Ehrlichや、
その弟子の Goldmann らによって確立された。その後、1967年に、血液脳関門は脳毛
細血管内皮細胞がその実体であることが証明され、1980年代から 2000年代までには、
血液脳関門には、血液から脳内への栄養物質の供給輸送機構や、脳から血液方向
への異物や脳内の老廃物の排出輸送機構が存在することが明らかにされた。現在で
は、血液脳関門は、古典的な「静的な障壁」ではなく、脳の高次機能を維持するため
に脳と血液間の物質交換を機動的に制御する「動的インターフェース」であると考えら
れている。 
血液脳関門を構成する脳毛細血管内皮細胞は、末梢組織の血管内皮細胞と大
きく異なる 4 つの特徴を持つ。それは、①無窓性であること、②内皮細胞間が
非常に強固で複雑な連続性のある密着結合を形成していること、③飲作用が極
めて少ないこと、④各種輸送担体や受容体を発現し特有の物質輸送系をもつこ
との 4 つである。ヒトにおける脳毛細血管の容積は、脳全体の容積に比較して
僅か 0.1%に満たないが、その全長は約 650 km、表面積は 9 m2であり、脳毛細
血管は平均 40 µmの間隔で脳内に網目状に張り巡らされて存在する。そのため、
ひとたび物質が血液脳関門を透過し、脳内へと移行すると、瞬時に周辺の星状細
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胞や神経細胞など脳を構成する細胞群の周囲へと拡散する。血液脳関門を構成す
る脳毛細血管内皮細胞は、中枢神経系の中で唯一血液成分に直接接する細胞であ
る。従って、血液脳関門は生理的条件下における中枢神経系の液性環境の調整に重
要な役割を果たしている。一方で、様々な条件下においてその機能変動が生じると、
こうした中枢神経系の液性環境の恒常性の破綻につながる。従って、血液脳関門は
中枢神経疾患の発症や病態進行にも深く関与する。 
 
1-1-2. 病態時の中枢-末梢間相互作用における血液脳関門の役割 
近年、生体の恒常性維持における臓器間コミュニケーションの重要性が明らかにさ
れつつある。臓器間のコミュニケーションは、ホルモンに代表されるような血液を介した
液性因子の授受や神経回路を介した相互作用が主な経路として考えられており、近
年ではエクソソームなどの新たなコミュニケーションツールの存在も明らかにされつつ
ある。こうした臓器間のコミュニケーションは、生理的条件における各臓器の恒常性維
持に重要である一方で、病態時にはその相互作用を介して、連関した臓器で障害が
生じる可能性が考えられる。例えば、肝疾患 (D'Mello & Swain, 2014)や筋疾患
(Anderson et al., 2002)、腸疾患(Dolapcioglu & Dolapcioglu, 2015; Scheid & Teich, 
2007)や肥満症(Monda et al., 2017)など、多様な末梢臓器疾患では、脳内で認知機能
障害や気分障害、睡眠障害、疲労感、発熱、脳血栓症など様々な機能障害が生じる
ことが知られている。中枢と末梢臓器との相互作用経路としては従来、神経回路を介
した経路が主であると考えられている。一方で、血液脳関門を介した液性因子の血中
から脳内への移行も、こうした中枢障害の発症機構の一端を担うことが知られる。 
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Fig. 1-1 Mechanisms of blood-brain barrier crossing of substances associated with 
pathological process in the central nervous system diseases. 
 
Fig. 1-1には、中枢病態の発症や進行に関与する血液脳関門を介した物質動態機
構をまとめている。血液脳関門にはトランスポーターやチャネルなど様々な小分子の
輸送機構が存在し、血液から脳方向(1a)または脳から血液方向(1b)の小分子の物質
動態の制御を担っている。病態時には、こうした輸送機構に機能的な変動が生じ、小
分子の物質動態に異常が生じることで中枢病態に関わることが知られる。また、血液
脳関門にはサイトカインを初めとする多様な受容体が発現している。炎症性疾患など
では、末梢性に産生された炎症性サイトカインや他の炎症性メディエーターが、血液
脳関門上に発現する受容体に作用し、さらに、二次的に血管内皮細胞における炎症
性メディエーターの産生を惹起し、脳実質細胞の機能変動を惹起する(2a)。血液脳関
門には、炎症性サイトカインの結合により細胞内にシグナルを伝える受容体のほか、
炎症サイトカインをトランスサイトーシスの経路を介して、直接血液側から脳側へと輸送
する機構が存在し、脳機能に直接影響を与えることも知られる(2b)。さらに炎症性メデ
ィエーターによって脳毛細血管内皮細胞が活性化されると、内皮細胞上に白血球の
遊走に関わる分子の発現が誘導され、循環血中の白血球の脳毛細血管への集積お
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よび脳内への浸潤を誘導し、脳内でさらなる炎症性反応が惹起されることで脳機能に
影響を与える(3a)。様々な疾患において脳毛細血管内皮細胞間の密着結合機能の
減弱(崩壊)が生じることも知られており、こうした状況下では内皮細胞の間隙を介して、
血中の小分子(1c)や炎症性メディエーター(2c)、白血球(3b)が脳内へと移行すること
で、脳機能に影響を与える。上記した、transcellular経路を介した輸送機構(1a, 1b, 2a, 
2b, 3a)は、血液脳関門の崩壊を伴わずに、脳機能に変動を与える機構である。一方
で、paracellularを介した経路(1c, 2c, 3b)は、血液脳関門の密着結合の崩壊により、非
選択的に物質が脳内へと流入し、脳機能に変動を与える機構である。病態の進行とと
もに血液脳関門機能は動的に変動していくと考えられるが、その経時的な変動機構
や、血液脳関門の崩壊を伴う paracellular 経路と崩壊によらない transcellular 経路の
いずれかがより中枢病態の発症や進行に重要な役割を果たすかという点に関しては、
いまだ未解明な部分が多い。近年、Knowland らは、虚血性脳梗塞における血液脳関
門機能の変動を経時的に観察した結果を報告している(Knowland et al., 2014)。興味
深いことに彼らの報告では、脳虚血誘導後の早期では、血液脳関門は密着結合の崩
壊を伴わず、transcellular 経路を介した物質の輸送機構が活性化され、その後、遅発
性に密着結合の崩壊が生じるという結果が示されている。従って、中枢病態の発症や
進行への血液脳関門の寄与を考える上では、病態の発症初期では、特に、血液脳関
門に存在する機構を介した transcellular 経路での物質輸送が重要であり、後期には、
transcellular経路に加えて血液脳関門の間隙を透過する paracellular経路での物質の
脳内への移行が病態進行に関与する可能性が示唆される。 
 現存する薬剤の中に、血液脳関門を標的とした治療薬はいまだ存在しない。一方で
上記したように、血液脳関門は中枢病態の発症や進行に重要な役割を持つと考えら
れる。従って、こうした中枢病態の発症や進行に関わる血液脳関門の新たな輸送機構
を解明することや、病態時におけるその変動機構を解明することは、血液脳関門を標
的とする治療薬開発において重要な課題であると考えられる。 
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第 2節 血液脳関門における白血球の遊走機構と中枢病態への関与 
~血液脳関門を標的とする白血球遊走阻害薬の開発に向けた標的分子選定戦略~ 
 
 炎症は、組織の損傷や感染に対して、生体が恒常性を維持しようと働く免疫応答で
ある。炎症時には、炎症応答が局所性または全身性に生じ、炎症部位において腫瘍
壊死因子(tumor necrosis factor-α, TNF-α)や interleukin-1(IL-1)、IL-6などの炎症性サ
イトカインや他の炎症性メディエーターが産生され、組織障害が誘導される。さらに、こ
れらの炎症性メディエーターは、炎症組織から血中へと放出されることで、副次的に遠
位の臓器の組織障害を引き起こす。炎症性メディエーターは血液脳関門の機能変動
にも関わる。炎症時には血液脳関門におけるアミノ酸やモノカルボン酸、有機アニオ
ン輸送担体などの内因性トランスポーターや薬物排出トランスポーターP 糖タンパク質
(P-glycoprotein, P-gp, multiple drug resistance 1, Mdr1)の機能変動、内皮細胞間の密
着結合機能の低下など、様々な変動が生じることが報告されている(Hawkins & Davis, 
2005; Erickson et al., 2012; Varatharaj & Galea, 2017)。また、炎症時の血液脳関門の
機能変動のひとつとして、血液脳関門を介した循環血中白血球の脳内への遊走が知
られる。脳は免疫特権を有する臓器であり、全身の免疫系から隔絶された臓器として
考えられている。その理由の一つとして、生理的条件下において循環血中の白血球
は血液脳関門を透過できないため、白血球は脳内の免疫反応に干渉できないことが
あげられる。一方で、全身性炎症候群の一種である敗血症や、自己免疫性炎症疾患
である多発性硬化症、脳虚血性疾患といった様々な炎症性疾患では、炎症反応によ
り血液脳関門の機能変動が生じ、白血球が血液脳関門を介して脳内へと浸潤する
ことが知られる(Rossi et al., 2011; Sonneville et al., 2013)。炎症時において、白血球
が脳内へと浸潤すると、脳内において炎症性サイトカインや他の炎症性メディエータ
ーを産生し、その結果、神経細胞の機能障害など様々な中枢障害が惹起される
(McFarland & Martin, 2007; Kawabori & Yenari, 2015; Michels et al., 2015)。従って、
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炎症性疾患における血液脳関門を介した白血球の脳内への遊走は、こうした中枢障
害の発症や進行に深く関与することから、その遊走を阻害することは中枢病態の抑制
に重要である。 
 
1-2-1. 血液脳関門における白血球遊走の分子機構と現存する遊走阻害薬の課題 
血液脳関門を介した白血球遊走の分子機構に関する知見は多く、接着分子と呼ば
れる一群の cluster of differentiation抗原(CD抗原)の関与が広く知られている。Fig. 1-
2には接着分子を介した、血液脳関門における白血球遊走の分子機構を示している。 
 
Fig. 1-2  Molecular mechanisms of leukocyte migration across the blood-brain 
barrier 
Leukocytes pass through brain microvascular endothelial cells (BMVECs) with five steps. 
Adhesion molecules work at each step. ①Capture/Rolling : The first  interaction step 
between leukocyte and BMVECs. Leukocytes flowing within the blood stream become 
decelerated by weak interaction with BMVECs. ② Activation : Chemokines on 
BMVECs activate the cauptured/rolling leukocytes via chemokine receptors. ③
Adhesion : Leukocytes and BMVECs tightly adhere. ④Crawling : Leukocytes crow on 
the surface of BMVECs to search preferred sites for transmigration across BMVECs, 
preferentially against the direction of blood flow. ⑤Diapedesis: Leukocytes migrate 
across the BMVECs through the transcellular or paracellular pathway and enter into the 
brain. 
 
接着分子は血液脳関門側および白血球側の双方に発現し、それらが連続的に相
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互作用することで白血球細胞の遊走を惹起する(Rossi et al., 2011; Engelhardt & 
Ransohoff, 2012)。一方で、その一部の分子機能を阻害することで、白血球の遊走を
阻害することが可能になることから、接着分子は血液脳関門を介した白血球遊走阻害
薬の有望な標的分子と考えられている。こうした概念に基づいて、白血球の遊走阻害
を作用機序とする多発性硬化症治療薬、ナタリズマブ(Natalizumab, Tysabri)が開発さ
れた(Polman et al., 2006)。ナタリズマブは、血管内皮細胞に発現する CD106(vascular 
cell adhesion molecule-1, VCAM-1)と結合する、白血球上の CD29/CD49dヘテロダイ
マー(very late antigen-4, VLA-4)の CD49dに対するヒト化モノクローナル抗体である。
ナタリズマブは白血球細胞膜上の CD49d に結合することで、循環血中の白血球と血
管内皮細胞の相互作用を阻害し、脳および脊髄への白血球の細胞遊走を抑制する。
日本では、2014 年 6 月 4 日に発売が開始され、再発寛解型の多発性硬化症に対す
る適応が承認されている。ナタリズマブはヒト多発性硬化症患者において、身体機能
障害の進行の抑制や再発の抑制に効果を示すことが認められている。一方で、ナタリ
ズマブ使用患者の中には、重篤な感染性の副作用が現れる例が報告されている。
2012 年 4 月時点の調査では、約 100,000 人のナタリズマブ使用患者のうち、0.2 %に
あたる 212 人の患者で JC ウイルスの感染による疾患である進行性多巣性白質脳症
(progressive multifocal leukoencephalopathy, PML)の発症が認められ、死亡例も報告
されている(Bloomgren et al., 2012)。その発症機構は未解明の部分も多いが、ナタリズ
マブは白血球側に発現する接着分子を標的することから、白血球の正常
な”immunosurveillance system”を抑制することがその発症原因の一端であると考えら
れている。同様に、乾癬治療薬として開発された、白血球の遊走阻害を機序とするエ
ファリズマブ(白血球上 CD11a へのモノクローナル抗体、現在は販売が中止されてい
る)使用患者群においても、PML の発症リスクが増大することが共通する副作用として
認められている(Bohra et al., 2017)。こうした知見から、接着分子は白血球の遊走阻害
標的として確かに有望であるが、阻害薬の標的として白血球側で機能する接着分子
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を標的することは、重篤な感染性副作用のリスクを考慮すると最適な選択ではないと
考えられる。従って、新規の白血球遊走阻害薬として、血液脳関門側で機能する接着
分子やその他の細胞遊走関連分子を標的とした治療薬を開発することが、本問題を
解決する一つの糸口となると考えられる。 
これまで Fig. 1-2に示したような白血球遊走へ関与する複数の接着分子が明らかに
されているが、血液脳関門を標的とした治療薬を開発するうえでは、分子間機能の系
統的な比較を行い、血液脳関門において白血球遊走により寄与の大きい分子を、標
的分子として選定する必要があると考えられる。また、白血球の遊走過程の中で、特
に、Fig. 1-2 step⑤の血管外遊出に関わる血液脳関門の分子機構は未解明な部分が
多い。従って、この過程に関わる分子変動の解明も血液脳関門を標的とする治療薬
の開発のうえでは重要な課題の一つとして考えられる。 
 
1-2-2. LC-MS/MSを用いたタンパク質の絶対発現量解析法と血液脳関門における白
血球遊走の阻害標的分子の選定戦略 
生体分子の活性を推定する上では、その機能単位であるタンパク質レベルで解析
を行うことが重要である。近年我々の研究室では、液体クロマトグラフィー質量分析装
置(liquid chromatography-tandem mass spectrometry, LC-MS/MS)を用いて、標的とす
るタンパク質を特異的かつ、高感度に、複数分子同時に定量解析する手法を確立し
た(quantitative targeted absolute proteomics, QTAP法) (Kamiie et al., 2008)。QTAP法
では、まず、標的とするタンパク質を in silicoで酵素消化し(主に trypsinによる消化)、
理論上生成されるペプチド断片の中からアミノ酸配列に基づき、標的タンパク質に特
異的かつ、定量性、感度に優れたペプチドを選択する(Fig. 1-3 STEP1)。その後、解
析対象のタンパク質サンプルを酵素消化によりペプチド断片とした後(Fig. 1-3 STEP2)、
標的ペプチドを内標準法を用いて LC-MS/MS で定量解析することで、標的タンパク
質の絶対発現量を解析することが可能になる(Fig. 1-3 STEP3)。我々の研究室では
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これまで本手法を用いて、ヒト(Uchida et al., 2011b)やマウス(Uchida et al., 2013)、ラット
(Hoshi et al., 2013)、カニクイザル(Ito et al., 2011a)、マーモセット(Hoshi et al., 2013)な
どの単離脳毛細血管におけるトランスポーターや受容体等のタンパク質絶対発現量を
明らかにしてきた。また我々の研究室では、マウスの単離脳毛細血管に発現する P-
gp(mdr1a）の絶対発現量と、mdr1a の強制発現細胞株を用いて算出した mdr1a 一分
子当たりの排出輸送速度を用いることで、in vivo 血液脳関門における mdr1a の排出
輸送活性の予測が可能であることを示している(Uchida et al., 2011a)。従って、タンパク
質の絶対発現量は、血液脳関門における機能性分子の輸送活性を推定する上で、
有用な指標となると考えられる。 
そこで私は、血液脳関門における白血球遊走に関与する一連の分子群の絶対発
現量を明らかにすることで、白血球遊走により寄与の大きい、阻害標的としてより有望
な分子を選択できるのでないかと考えた。過去の報告では、病態時に脳内への白血
球の遊走が惹起されるモデルである、lipopolysaccharide(LPS)投与による全身性炎症
モ デ ル や 多発性硬化症 の動 物 モデ ル で あ る experimental autoimmune 
encephalomyelitis mouse (EAE)モデルでは、血液脳関門における CD62E(E-selectin) 
(Piccio et al., 2002)や CD62P(P-selectin) (Piccio et al., 2002; Doring et al., 2007)、
CD54(intracellular adhesion molecule-1, ICAM-1) (Dopp et al., 1994; Bohatschek et al., 
2001)、CD106(vascular cell adhesion molecule 1, VCAM-1) (Dopp et al., 1994; Fries et 
al., 1993)など様々な接着分子の発現量が増加し、白血球の遊走に関わることが報告
されている。従って、病態時において、血液脳関門における発現量がより顕著に変動
し、また、それらの中でもより高い発現量を有している分子が白血球遊走への寄与の
高い分子となると考えられる。また、血液脳関門と白血球が相互作用をするためには、
血液脳関門側で選択された分子の白血球側における結合分子も、同等の発現量で
機能していることが重要であると考えられる。従って、血液脳関門における白血球遊走
関連分子の絶対発現量解析を行い病態時に発現量が変動する分子を明らかとし、そ
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の結合分子について白血球上での発現量解析を行うことで、これらの条件を満たす分
子を同定することができ、血液脳関門における白血球遊走の阻害標的として有望な分
子を選択できると考えられる。 
 
 
Fig. 1-3 Experimental procedure for absolute quantification of target protein with 
LC-MS/MS 
Detail of each procedure was shown in previous reports (Kamiie et al., 2008); (Uchida et 
al., 2013) 
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第 3節 血液脳関門におけるタンパク質の輸送機構と中枢病態への関与 
~血液脳関門における新たな末梢臓器由来タンパク質の輸送機構の解明戦略~ 
 
第 1節で述べたように、血液脳関門を構成する脳毛細血管内皮細胞は細胞間が密
着結合により tight に接着しており、末梢血管のように内皮細胞の間隙を介した血中か
ら脳内への物質の拡散は生じない。脂溶性の高い小分子は脳毛細血管内皮細胞の
細胞膜を受動拡散によって透過し脳内へと移行することが可能であるが、ペプチドや
タンパク質などの高分子物質はそのほぼ全てが血液脳関門を透過できない。そのた
め、ペプチド性医薬品や生理活性リコンビナントタンパク質、抗体医薬品、RNAi 等の
遺伝子標的薬など、分子量の大きな分子標的治療薬のほぼ 100%は血液脳関門を透
過できないため、中枢疾患の治療に利用することはできないとされている(Pardridge, 
2007)。 
一方で、血液脳関門には、血液から脳方向へ、または脳から血液方向に一部のペ
プチドやタンパク質などの高分子物質を選択的に輸送する機構が備わっていることも
知られる。インスリンは、脳内で合成されないが、タンパク質が脳内に検出されることか
ら、血液脳関門を介して血中から脳内へと移行する血液脳関門透過型タンパク質とし
て最初に機構が解明された分子である(Duffy & Pardridge, 1987)。その後、トランスフ
ェリンやレプチンなど複数のタンパク質の血液脳関門透過性が解明され、現在までに、
約 20 の高分子物質が血液脳関門を介して輸送されることが明らかにされている
(Preston et al., 2014)。血液脳関門におけるタンパク質の輸送は主に、それぞれの基質
に特異的な受容体を介した受容体介在型トランスサイトーシス (Receptor-mediated 
transcytosis, RMT)と呼ばれる機構で行われる。従って、血中または脳中から血液脳関
門に発現する受容体に結合したタンパク質は、エンドサイトーシスによって脳毛細血
管内皮細胞に内在化し、エクソサイトーシスによって反対膜側から脳中または血中へ
と放出されることで血液脳関門を透過できる(Fig. 1-4)。 
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Fig. 1-4 Receptor-mediated peptide or protein transport system at the BBB 
Peptides or proteins which bind to their specific receptors from blood or brain side are 
internalized in brain microvessel endothelial cells via receptor-mediated endocytosis. The 
internalized peptides or proteins are released via exocytosis to opposite membrane side. 
 
1-3-1. 血液脳関門におけるタンパク質輸送機構の生理的役割および中枢障害への
関与 
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末梢をつなぐコミュニケーションツールとしての機能が挙げられる。例えば、レプチンは
脂肪組織から血中に放出され、血液脳関門に発現するレプチン受容体(ObR)を介し
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輸送機構は、血中から脳内への鉄イオンの栄養供給機構として働くと考えられる
(McCarthy & Kosman, 2015)。我々の研究室では過去に、末梢で血管や腎臓に作用
し、血圧降下作用物質として働く心房性ナトリウム利尿ペプチド (atrial natriuretic 
peptide, ANP)が、脳実質から循環血中へ、血液脳関門に発現する C型ナトリウム利尿
ペプチド受容体を介して輸送されることを明らかにしている(Ito et al., 2011b)。ANP は
主に心房で産生されるほか、脳内でも産生されることが知られていることから、末梢に
おける ANP 機能の一部は、脳実質内から血液脳関門を介して血中へと放出された
ANP が担っていると考えられる。従って、この輸送機構は中枢から末梢への血圧制御
機構として働くと考えられる。以上の例のように、血液脳関門におけるペプチドまたは
タンパク質の輸送機構は、中枢と末梢間の相互作用を介した生体の恒常性維持に関
わる機構として、生理的に重要な役割を持つと考えられる。 
血液脳関門には、上記した生理的条件下での働きが重要な機構の他、IL-1αや IL-
1β、IL-6 など複数の炎症性サイトカインの輸送機構が存在することも知られている
(Banks, 2005)。Bank らは過去の報告で、マウスの静脈内にヒト IL-1α を投与すると、
脳内で記憶障害が惹起されることを示している。一方で、ヒト IL-1αを投与したマウスの
脳内に抗ヒト IL-1α 抗体を投与することで、血液脳関門を透過した IL-1α の作用を抑
制し、記憶障害を改善できることを示している(Banks et al., 2001)。従って、血液脳関門
における炎症性サイトカインの輸送機構は、中枢病態の発症や進行に関わる機構で
あると考えられる。本章第 1節でも述べたように、C型肝炎や肝硬変などの肝疾患、筋
ジストロフィーなどの筋疾患、炎症性腸疾患などの腸疾患、肥満など様々な末梢臓器
障害では、多様な中枢障害が生じることが知られている。また、これらの疾患時には血
中で様々な炎症性サイトカイン濃度が上昇することが報告されている(Tilg et al., 1992; 
Korolkova et al., 2015; Schmidt et al., 2015)。従って、こうした末梢疾患時に生じる中枢
障害の一部は、障害臓器での炎症反応により血中へ産生された炎症性サイトカインが、
血液脳関門における輸送機構を介して脳内へと輸送されることにより生じると考えられ
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る。 
 
1-3-2. 血液脳関門におけるタンパク質の輸送機構研究の課題 
末梢臓器障害に伴う中枢障害は、その患者の病態予後にも関わることから、発症の
機序を明らかにすることは重要な課題である。血液脳関門におけるタンパク質の輸送
機構研究は、主に、生理的条件下における中枢と末梢間の恒常性維持に関わる相互
作用機構として精力的に解析されてきた過去がある。一方で、中枢病態の進行に関
わるタンパク質の輸送機構については、これまで炎症性サイトカインの輸送機構以外
は明らかにされていない。末梢臓器障害時には、炎症性サイトカインのみではなく、障
害臓器から、様々なタンパク質が漏出し、血液のタンパク質プロファイルが変動するこ
とが知られている。例えば、肝疾患時には障害を受けた肝臓から血中へアスパラギン
酸アミノ基転移酵素(aspartate aminotransferase, AST)やアラニンアミノ基転移酵素
(alanine aminotransferase, ALT)が漏出し、また筋疾患や心疾患では、クレアチンキナ
ーゼ(creatine kinase, CK)が漏出することが広く知られている。こうした漏出タンパク質
は従来、臓器障害をモニターするバイオマーカーとして広く利用されてきた。一方これ
まで、これらのタンパク質が血中へ漏出した後、どのような体内動態を示し、またどのよ
うな生理作用を示すかはほとんど明らかにされてこなかった。特にこれらのタンパク質
に対して、血液脳関門が静的な障壁として働くのか、あるいは動的に脳内へと一部の
分子を輸送しているのかなど、血液脳関門がどのように作用するかは明らかにされて
いない。末梢障害臓器から漏出するタンパク質の中には、炎症性サイトカインの例のよ
うに、脳内で生理機能を有するタンパク質も複数含まれていることから、末梢臓器障害
時に血中へ漏出するタンパク質の中には他にも、血液脳関門を介して脳内へと輸送さ
れ、脳機能に作用を示す分子が含まれている可能性が考えられる。従って、私は、血
液脳関門にはこうした漏出タンパク質に対する未知の輸送機構が存在し、末梢病態
時における中枢障害の発症や進行に関与するのではないかと考えた。しかし、過去の
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研究では、末梢臓器から漏出するタンパク質の輸送機構が血液脳関門に存在するか
否かに着目した研究はなされておらず、機構の存在が明らかではないという課題があ
る。 
 
1-3-3. LC-MS/MS を用いた網羅的定量プロテオミクス SWATH 法のタンパク質体内
動態研究への応用 
上記した課題を解決するうえでは、漏出タンパク質の体内動態をバイアスなく、網羅
的に解析することが重要であると考えられる。そこで本課題の解決には、LC-MS/MS
を用いた網羅的プロテオミクスの手法が有力であると考えた。 
従来の LC-MS/MSを用いた網羅的プロテオミクスの手法では、ショットガン法が広く
用いられてきた。ショットガン法は、設定した質量範囲に検出されるプリカーサーイオン
を一斉にスキャンし(Q1 full scan)、検出されたイオンの中からより強度の高いイオンの
みに関し MS/MS fragment を取得することで、試料中に存在するペプチドのピーク強
度情報と配列情報を取得する手法である。本手法はこれまで、がんや臓器疾患などの
血中バイオマーカー探索の分野で広く応用され、網羅的プロテオミクスの主流として
用いられてきた。しかし、ショットガン法は、検出対象となるイオンの選別がピーク強度
に依存した確率論的なものであるために検出されるペプチドの網羅性や再現性が低
いといった欠点や、また検出されたイオンの量的情報はプリカーサーイオンのピーク
強度でのみ構成されることから定量性が低いといった欠点を有していることが知られて
いた。 
近年スイス工科大学のAebersold教授らは、こうしたショットガン法の欠点を改善した
新たな網羅的プロテオミクスとして sequential window acquisition of all theoretical mass 
spectra(SWATH)法を開発した(Gillet et al., 2012)。SWATH 法は、プリカーサーイオン
のスキャン質量幅(測定ウィンドウ)を固定し、連続的に質量幅の範囲をスライドしながら
設定した質量範囲を繰り返し測定することで、全てのプリカーサーイオンをフラグメント
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化し、フラグメントイオンのスペクトルを記録することを可能にした測定手法である。(例
えばプリカーサーイオンの質量幅を 13 Da幅で固定し(測定ウィンドウ)、測定ウィンドウ
を変化させながら測定することで(ウィンドウの重なりの 1 Da を含む合計 59 ウィンドウ)、
300‒1008 Da のプリカーサーイオンの質量幅をカバーする。各ウィンドウで選択された
プリカーサーイオンは、フラグメント化され、MS/MS スペクトルが習得される。測定中は
これらを繰り返すことでサンプル中に含まれる全てのイオンのスペクトルが記録される）。
従って SWATH 法では、ショットガン法のようにピーク強度によりデータを習得するイオ
ンが選別されないデータ非依存的な測定解析が行われるため、より網羅的なペプチド
の検出が可能となる(理論上サンプル中に存在する全てのイオンが検出される)。さら
に、SWATH 法では、検出されたペプチドの強度を、フラグメントイオン(プロダクトイオ
ン)のピークエリアとして定量するため、ショットガン法によるプリカーサーイオンのピー
ク強度による定量に比較し、定量性及び再現性が飛躍的に改善される。SWATH 法は、
脳腫瘍における血中のバイオマーカー探索など古典的な網羅的プロテオミクスの応
用例だけでなく(Miyauchi et al., 2018)、内標準法を用いたタンパク質の網羅的絶対定
量法(Nakamura et al., 2016)や、ラベルフリープロテオミクス(Huang et al., 2015)、また
は、血液脳関門における癌細胞由来エクソソームの受容体探索(Kuroda et al., 2018)
など幅広い分野で、近年の網羅的解析の進歩に貢献している。 
そこで私は、第 1章第 3節 2で述べた課題の解決は、SWATH法を用いて、生体内
におけるタンパク質の体内動態を網羅的に明らかにすることで可能になるのではない
かと考えた。過去の報告では、網羅的プロテオミクスを用いて、transwell 上に作成した
in vitroの血液脳関門を透過する循環血中タンパク質の網羅的解析がなされた例も報
告されており(Kim et al., 2015)、網羅的プロテオミクスは本分野の研究においても有力
なツールとして利用できると考えられる。従って本研究では、末梢臓器からタンパク質
を抽出し、血液脳関門における透過実験を行い、透過分子を SWATH 法で同定解析
することで、血液脳関門における新たなタンパク質輸送機構を解明できると考えた。 
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第 4節 本研究の目的 
 
本研究では、第 1章第 2節、第 3節で述べた戦略に従い、炎症性疾患または末梢
臓器疾患に起因する中枢病態の発症に関わる、血液脳関門を介した白血球の遊走
機構およびタンパク質の輸送機構を明らかにすることで、血液脳関門を標的とした治
療薬の開発を目指し、以下の 2つを研究の目的とした。 
 
I. 全身性炎症時の血液脳関門における白血球遊走関連分子のタンパク質発現
量を明らかにし、血液脳関門における白血球遊走の阻害標的としてより有望な
分子標的を選定すること、および、血液脳関門における白血球遊走に関わる
新たな分子変動を解明すること (第 2章) 
 
II. 血液脳関門における新たな末梢臓器由来タンパク質の輸送機構を解明するこ
と (第 3章) 
 
血液脳関門における白血球の遊走機構やタンパク質の輸送機構はいずれも、タン
パク質性リガンド－タンパク質性輸送体の相互作用を介する機構である。本研究で
は、定量プロテオミクスを基盤技術として用いることで上記の目的の達成を目指した。 
 
  
- 18 - 
 
第 2 章 全身性炎症時血液脳関門における CD 抗原の絶対発現量に
基づく白血球遊走阻害標的の選定と白血球遊走に関わる新規分子変
動の解明 
 
第 1節 序論 
 第 1 章第 2 節で述べたように、炎症性疾患における血液脳関門を介した白血
球の脳内への遊走を阻害することは、中枢障害の発症や進行を抑制し、病態の予
後を改善するうえで重要である。特に、血液脳関門側において白血球遊走に関与
する分子を標的とした治療薬の開発は、従来の白血球側を標的とした遊走阻害
薬の重篤な感染性副作用を回避するうえで重要な課題であると考えられる。 
本章では本課題に対し、まず、炎症病態時の血液脳関門における白血球の遊走
への関与が既知である接着分子のタンパク質発現量解析を行い、病態時の発現
量変動および分子間での絶対発現量の比較から、白血球遊走の阻害により有望
な血液脳関門上の治療標的分子を選定することを目的とした。本目的を達成す
るために、病態時の脳内への白血球浸潤が知られるモデルとして LPS 投与によ
る全身性炎症モデルマウスを用いて、単離脳毛細血管および循環血中単核球に
おける絶対発現量解析を行った。 
さらに本研究では、炎症時血液脳関門における白血球遊走に関わる新たな分
子変動を明らかにすることも目的とし、LC-MS/MS を用いた CD 抗原の網羅的
な絶対発現量解析系の構築を行い、LPS 投与による全身性炎症モデルマウスの
単離脳毛細血管における発現量解析を行った。 
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第 2 節 Lippopolysaccharide 誘発性全身性炎症モデルマウス単離脳毛細血管
及び循環血中単核球における接着分子のタンパク質発現量解析 
2-2-1. QTAPを用いた接着分子の定量系の構築 
 前節の目的を達成するため、まず血液脳関門を介した白血球遊走において、脳毛
細血管内皮細胞と白血球の相互作用への関与が知られる 10 分子の接着分子
(CD11a, CD18, CD29, CD49d, CD54, CD62E, CD62P, CD102, CD106, CD162)に着目
し(Rossi et al., 2011; Engelhardt & Ransohoff, 2012)、QTAP法による定量系を構築し
た。各 CD抗原に対する定量用ペプチド配列を、アミノ酸配列に基づくペプチド選択ク
ライテリア(in silico criteria) (Kamiie et al., 2008)を用いて選択し、安定同位体標識体及
び非標識体の標品ペプチドを化学合成により合成した。各ペプチドを API5000 に
infusion し MS/MS 測定を行うことで、最も高感度に検出される 4 つの transition 
(precursor ion(Q1)及び product ion(Q3)の組み合わせ )を決定した (Supplemental 
Table S2-1)。最適化した測定条件を用いて、安定同位体標識ペプチドを内標準物質
として添加し、非標識ペプチドで作成した希釈系列を nanoLC TT5600 を用いて測定
を行うことで、検量線の作成を行った。その結果、接着分子 10 分子の同時測定系を
構築でき(Fig. 2-1)、良好な直線性を持つ検量線を作成出来た(Fig. 2-2)。 
 
Fig. 2-1 Peak chromatogram of chemically synthesized peptides for quantification 
of adhesion molecules 
CD106 CD102
CD18
CD62E
CD29
CD54
CD11a
CD62P
CD49d
CD102
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Fig. 2-2 Standard curves for adhesion molecules 
(a) CD11a, (b) CD18, (c) CD29, (d) CD49d, (e) CD54, (f) CD62E, (g) CD62P, (h) CD102, 
(i) CD106, (j) CD162. Serial dilution of non-labeled standard (St) peptides (0.1, 0.5, 1, 5, 
10, 50 and 100) with 50 fmol of stable isotope-labeled internal standard peptides (IS) 
were analyzed by nanoLC-TripleTOF5600 (product ion scan mode). Each data point 
represents the mean ± S.E.M. (n= 1-4 SRM/MRM transitions). Detection limits of each 
peptide were (a): 0.108 fmol. (b) 0.0149 fmol, (c) 0.172 fmol. (d) 0.448 fmol, (e) 0.690 
fmol, (f) 0.0714 fmol, (g) 2.16 fmol, (h) 0.0896 fmol, (i) 0.366 fmol, (j) 0.574 fmol. 
Detection limits were calculated by the following formula: Detection limit = ((1000 
counts / average IS area of the highest intensity SRM/MRM transition) – intercept of 
the standard curve of the highest intensity SRM/MRM transition) / slope of the standard 
curve of the highest intensity SRM/MRM. 
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2-2-2. 全身性炎症モデルマウス単離脳毛細血管における接着分子の発現量解析 
 敗血症をはじめとした全身性に生じる炎症性疾患では、炎症反応により末梢およ
び脳内で産生された炎症性因子の作用を介して、血液脳関門において様々な機能
変動が生じることが知られる。正常条件では血液脳関門を介した白血球の遊走は極
めて制限されているが、一方で炎症条件下では、リンパ球(Banks et al., 2012)や好中
球(Bohatschek et al., 2001)、単球(Wang et al., 2008)など様々な白血球細胞が血液脳
関門を透過することが知られる。全身性炎症モデルである LPS 投与モデルまたは盲
腸結紮穿刺(cecal ligation puncture, CLP)モデルでは、炎症誘導後の早期(2-6 時間)
において、すでに脳毛細血管における白血球のローリングや接着の増加、および脳
内への浸潤白血球数の増加が観察される(Comim et al., 2011; Chen et al., 2012; 
Gavins et al., 2012; Wang et al., 2015)。さらには、病態発症後、僅か 6時間の時点に
おいて、神経機能障害が誘発されることも報告されている(Comim et al., 2011)。従って、
全身性炎症時の中枢機能障害の発症に関わる脳内への白血球遊走に関与する血液
脳関門の機能変動は、全身性炎症の発症後早期から生じると考えられる。そこで、本
研究では、LPS 投与後 6 時間におけるマウスを全身性炎症モデルとして選択し
た。 
マウス腹腔内に LPS (30 mg/kg)を投与し、6 時間後に phosphate buffered saline 
(PBS)による心臓灌流を行い、mesh 法を用いて大脳から単離脳毛細血管(isolated 
brain capillary, Bcap)を調製した。調製した Bcap に含まれるタンパク質を可溶化剤で
変性、アルキル化した後、Lys-C および trypsin で酵素消化を行い、QTAP 法により接
着分子及び各種マーカー分子(細胞膜マーカー: Na+/K+ ATPase、脳毛細血管内皮
細胞マーカー: γ-glutamyl transpeptidase(γ-Gtp)、血小板マーカー: CD41)の絶対発現
量解析を行った。その結果、10 分子の接着分子のうち、CD18, CD29, CD49d, CD54, 
CD102, CD106 の 6 分子の発現量が得られた(Table 2-1)。一方、CD11a, CD62E, 
CD62P, CD162の 4分子は定量限界以下の発現量であることが示された。LPS投与マ
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ウスBcapにおいて定量値が得られた接着分子の発現量は 0.282~22.9 fmol/μg protein
の範囲であり、一連の白血球遊走に関わる分子群の中でも、分子間に最大で 81倍の
発現量の差があることが明らかとなった。本実験で調製した Bcap画分では、血小板マ
ーカーの CD41 は定量限界以下であった。従って本画分における血液成分のコンタミ
ネーションは低く、得られた分子群の発現量は Bcap に由来するものと考えられた。
LPS投与マウス Bcapにおける接着分子の発現量をコントロールマウス Bcap と比較す
ると、CD18、CD29、CD49d、CD102の 4分子では発現量の変動は 0.893~1.20倍と僅
かであった。一方で、CD54及び CD106はそれぞれ 6.21倍、3.67倍と LPS投与群で
顕著に増加することが明らかとなった。また、LPS 投与群における分子間の発現量を
比較すると、CD54は CD106に比較して 3.56倍高発現していることが示された。  
 
2-2-3. 全身性炎症モデルマウス循環血中単核球における接着分子の発現量解析 
次に、全身性炎症時における白血球上の接着分子の発現量を明らかにするため、
LPS 投与マウスから全血を採取し、密度勾配遠心法を用いて、循環血中単核球画分
(peripheral blood mononuclear cells, PBMCs)を単離し、whole cell lysateおよび crude 
membrane 画分における接着分子の発現量解析を行った。その結果、PBMCs の
whole cell lysate画分では、CD11a, CD18, CD29の 3分子の発現量が得られ、crude 
membrane画分では、CD11a, CD18, CD29, CD102, CD162の 5分子の発現量が得ら
れた(Table 2-1)。また、PBMCsの crude membrane画分では、CD54は LPS投与群で
のみ発現量が得られ、一方で CD49dはコントロール群でのみ発現量が得られた。LPS
投与群及びコントロール群で接着分子の発現量を比較すると、すべての分子で発現
量の変動は 2倍以内であった。 
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Table 2-1. Protein expression levels of CD antigens and marker proteins in brain capillaries (Bcap) and peripheral blood 
mononuclear cells (PBMCs) of LPS-administered mice 
 Protein expression levels (fmol/μg protein) 
 Brain capillaries 
Ratio 
LPS/Control 
Peripheral blood mononuclear cells 
Ratio 
LPS/Control 
Peripheral blood mononuclear cells 
Ratio 
LPS/Control 
 
Control LPS-administered 
Whole-cell lysates Crude membrane fractions 
 Control LPS-administered Control LPS-administered 
CD antigens 
          
CD11a U.L.Q.(<0.497) U.L.Q.(<0.574) - 3.58±0.14 2.04±0.18 0.570 9.83±0.51 17.2±0.9 1.75 
CD18 0.234±0.071 0.282±0.038 1.20 3.15±0.15 2.59±0.14 0.822 11.6±0.2 15.4±0.3 1.33 
CD29 20.5±0.2 22.9±0.5 1.12 14.3±0.6 9.63±0.33 0.672 42.3±1.5 64.0±1.5 1.51 
CD49d 0.403±0.034 0.360±0.034 0.893 U.L.Q.(<0.632) U.L.Q.(<0.463) - 0.561±0.008 U.L.Q.(<0.561) <0.999 
CD54 1.06±0.12 6.56±0.16 6.21 U.L.Q.(<2.72) U.L.Q.(<2.50) - U.L.Q.(<1.83) 1.84±0.12 >1.00 
CD62E U.L.Q.(<0.357) U.L.Q.(<0.372) - U.L.Q.(<2.02) U.L.Q.(<2.25) - U.L.Q.(<0.590
) 
U.L.Q.(0.687) - 
CD62P U.L.Q.(<0.872) U.L.Q.(<1.28) - N.D. N.D. - U.L.Q.(<6.15) U.L.Q.(<7.39) - 
CD102 4.09±0.10 4.91±0.14 1.20 U.L.Q.(<1.64) U.L.Q.(<2.16) - 1.06±0.08 1.14±0.05 1.07 
CD106 0.503±0.041 1.84±0.09 3.67 U.L.Q.(<1.54) U.L.Q.(<1.30) - U.L.Q.(<1.14) U.L.Q.(<1.17) - 
CD162 U.L.Q.(<0.146) U.L.Q.(<0.157) - U.L.Q.(<0.102) U.L.Q.(<0.0615) - 0.709±0.270 0.493±0.201 0.696 
Marker proteins 
 
 
 
 
        
Na+/K+ ATPase 26.4±0.3 31.3±0.4 1.18 1.81±0.10 1.06±0.10 0.588 5.36±0.19 5.76±0.19 1.07 
γ-Gtp 2.93±0.18 3.43±0.22 1.17 U.L.Q.(<1.83) U.L.Q.(<1.88) - U.L.Q.(<0.701
). 
U.L.Q.(<0.827) - 
CD41 U.L.Q.(<0.746) U.L.Q.(<0.792) - 71.3±3.1 55.6±2.5 0.780 245±9 356±14 1.46 
Each quantitative value represents the mean±SEM (n=3-16 transitions) obtained from three to four analyses of one whole-tissue lysate 
of pooled brain capillaries isolated from 10 mouse cerebrums, or one whole-cell lysate or crude membrane fraction of pooled peripheral 
blood mononuclear cells isolated from whole blood collected from 20-21 mice. U.L.Q., Under the limit of quantification. The values in 
brackets represent the quantification limits (fmol/μg protein). N.D., Not determined. 
24 
 
2-2-4. 全身性炎症モデルマウス Bcapおよび PBMCsにおけるトランスポーター・受容
体・密着結合関連分子の定量解析 
前節までの解析で、LPS 投与マウス Bcapでは CD54や CD106など一部の接着分
子の発現量が顕著に変動することが明らかになった。一方で、第 1章第 2節でも述べ
たように、炎症性疾患では、血液脳関門におけるトランスポーターの機能変動が生じる
ことも知られる。そこで次に、当研究室で既に QTAP法による定量系が確立されている
12 分子のトランスポーター、3 分子の受容体および 1 分子密着結合関連分子につい
て、定量解析を行った。Table 2-2 には LPS 投与マウス Bcap および PBMCs(crude 
membrane 画分)における発現量解析の結果を示す。その結果、LPS 投与マウス Bcap
では、9分子のトランスポーター(Mdr1a, Mrp4, Bcrp, Glut1, Glut3, Mct1, Oat3, Fatp1, 
Ent1)、2 分子の受容体(Insr, Lrp1)、1 分子の密着結合関連分子(Claudin-5)の発現量
が得られた。LPS 投与群及びコントロール群 Bcap での発現量は、0.807~1.23 倍の範
囲で近似し、顕著な発現量変動を示す分子は検出されなかった。一方で、PBMCs 
crude membrane画分では、5分子のトランスポーター(Bcrp, Glut1, Glut3, Mct1, Ent1)、
1 分子の受容体 (Insr)が検出された。PBMCs で定量された分子のうち、Bcrp および
Ent1はそれぞれ、LPS投与マウス PBMCsにおいて 2.24倍、2.74倍増加していること
が示された。 
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Table 2-2. Protein expression levels of transporters, receptors and a tight junction-
related protein in brain capillaries (Bcap) and peripheral blood mononuclear cells 
(PBMCs) of LPS-administered mice 
 Protein expression levels (fmol/μg protein)  
 Brain capillaries Ratio 
LPS/Control 
Peripheral blood  
mononuclear cells  
(crude membrane fractions) 
Ratio 
LPS /Control 
 Control LPS-administered Control LPS-administered 
ABC Transporters 
     
Abcb1a/Mdr1a 14.3±0.2 16.8±0.3 1.17 U.L.Q.(<0.526) U.L.Q.(<0.578) - 
Abcb1b/Mdr1b U.L.Q.(<1.59) U.L.Q.(<1.98) - U.L.Q.(<1.91) U.L.Q.(<2.77) - 
Abcb11/Bsep U.L.Q.(<0.418) U.L.Q.(<0.450) - U.L.Q.(<0.567) U.L.Q.(<0.436) - 
Abcc4/Mrp4 0.827±0.016 0.961±0.031 1.16 U.L.Q.(<0.494) U.L.Q.(<0.609) - 
Abcg2/Bcrp 4.02±0.08 3.90±0.09 0.970 0.767±0.044 1.72±0.05 2.24 
SLC Transporters 
    
Slc2a1/Glut1 123±2 152±3 1.23 0.505±0.033 0.544±0.066 1.08 
Slc2a3/Glut3 0.460a 0.424a 0.921 15.5±0.4 24.6±0.6 1.59 
Slc6a6/Taut U.L.Q.(<1.44) U.L.Q.(<1.42) - U.L.Q.(<1.35) U.L.Q.(<1.53) - 
Slc16a1/Mct1 20.7±0.5 23.0±0.4 1.11 4.03±0.35 7.18±0.32 1.78 
Slc22a8/Oat3 0.998±0.06 0.805±0.056 0.807 U.L.Q.(<0.770) U.L.Q.(<0.894) - 
Slc27a1/Fatp1 1.47±0.16 1.72±0.27 1.17 U.L.Q.(<2.17) U.L.Q.(<2.36) - 
Slc29a1/Ent1 0.548±0.049 0.583±0.058 1.06 0.489±0.033 1.34±0.04 2.74 
Receptors 
      
Insr 0.567±0.044 0.685±0.054 1.21 0.450±0.116 0.503a 1.12 
Lrp1 0.531±0.051 0.537±0.038 1.01 U.L.Q.(<0.349) U.L.Q.(<0.382) - 
Lrp2 U.L.Q.(<4.33) U.L.Q.(<4.56) - U.L.Q.(<4.48) U.L.Q.(<5.46) - 
Tight junction-related protein 
     
Claudin-5 3.30±0.10 3.82±0.11 1.16 U.L.Q.(<1.08) U.L.Q.(<1.18) - 
Other 
       
Basigin 17.3±0.4 18.3±0.4 1.06 6.25±0.23 8.20±0.25 1.31 
Each quantitative value represents the mean±SEM (n=4-16 transitions) obtained from 
three to four analyses of one whole-tissue lysate of pooled brain capillaries isolated from 
10 mouse cerebrums, or one crude membrane fraction of pooled peripheral blood 
mononuclear cells isolated from whole blood collected from 20-21 mice. U.L.Q., Under 
the limit of quantification. The values in brackets represent the quantification limits 
(fmol/μg protein). aThe expression levels were calculated as the average of 2 quantitative 
values obtained from two SRM/MRM transitions in one analysis. Insr; insulin receptor 
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第 3節 人工タンパク質を用いたCD抗原の定量系の構築と全身性炎症モデルマ
ウス単離脳毛細血管におけるタンパク質発現量解析 
 
2-3-1. 人工タンパク質を用いた CD抗原定量用標品ペプチドの合成 
 接着分子は白血球の血液脳関門を介した細胞遊走の過程において、白血球と内皮
細胞間の相互作用に、特に重要とされている CD 抗原の一群である。CD 抗原は元来、
HLDA ワークショップによって、白血球細胞上の表面抗原に対する抗体の分類を目的
に番号が割り振られたものである。その後、白血球に限らず、赤血球や血管内皮細胞、
線維芽細胞など、多様な細胞の表面抗原に対して番号が付与され、現在は CD1 から
CD371 まで定義されている(Engel et al., 2015)。CD抗原は各細胞に特徴的な細胞膜
タンパク質を clusteringした特徴から、その中には、接着分子の他にも、白血球の活性
化または分化の制御に関与する interleukin 受容体や白血球の遊走に関与する
chemokine 受容体、または、内皮細胞-白血球や内皮細胞-内皮細胞など細胞間相互
作用に関わる分子など白血球遊走に関わる分子が多く含まれている。そこで私は、
LC-MS/MS を用いて CD抗原の網羅的な絶対発現量を明らかにし、炎症時の血液脳
関門において発現量の変動が生じる分子を同定することで、血液脳関門を介した白
血球遊走に関わる新たな分子変動を明らかにできるのではないかと考えた。そこで本
研究では、CD抗原の中でも、細胞間相互作用に関わる分子が多く含まれる CD1-100
に着目し、QTAP法を用いた定量系の構築を行った。 
従来の QTAP法による定量系の構築では in silico criteria(Kamiie et al., 2008)を元
に標的タンパク質の定量用ペプチドを選択し、選択したペプチドと同一のアミノ酸配列
の標品ペプチドを化学合成し、それぞれのペプチド溶液をアミノ酸分析により濃度決
定を行うことで標品溶液を作成する(Fig. 1-3)。化学合成によるペプチド合成は高い純
度で各標品ペプチドの合成できる一方で、1分子の合成に約 5-10万円程度の費用が
かかることや発注から合成までの過程で約 1 ヶ月の時間がかかるという欠点が存在す
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る。そのため、多数の分子を標的として QTAP 法による定量系を構築する上では、一
つ一つの定量用ペプチドを化学合成する従来の手法は、費用面及び時間的効率か
ら最適ではない。そこで本研究では、こうした従来法の欠点を補う手法として、人工タ
ンパク質を用いて標品ペプチドを一斉合成する手法を考案した (Fig. 2-3)。 
 
 
Fig. 2-3 Strategy to synthesize multiple standard peptides by using artificial protein 
The target peptides for QTAP are selected by using in silico criteria (STEP1). The 
artificial protein in which the sequence is composed of tandemly connected target 
peptides is designed (STEP2) and cDNA encording the artificial protein is synthesized 
(STEP3). E.coli transafected with the cDNA is harvested in culture medium containing 
non-stable isotope-labeled or stable isotope-labeled amino acids under IPTG induction to 
synthesize standard protein (ST) and internal standard (IS), respectively (STEP4). 
Purified artificial proteins are enzymatically digested with trypsin and the digested 
peptides are collected as standard peptides (STEP5).  
 
本手法では、まず、各標的の定量用ペプチドを in silico criteriaに基づき選択したの
ち(Fig.2-3 STEP1)、定量用ペプチドが連結された構造を持つ人工タンパク質を設計
し(Fig.2-3 STEP2)、そのアミノ酸配列を持つ人工合成ベクターを構築する(Fig.2-3 
Design of artificial protein in which 
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tandemly connected target peptides 
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STEP3)。その後、本ベクターを大腸菌に transfection し、非標識アミノ酸または安定同
位体標識アミノ酸を含む培地にて isopropyl β-D-thiogalactopyranoside(IPTG)存在下
で培養することで、人工タンパク質の合成を行う(Fig.2-3 STEP4)。その後、合成した人
工タンパク質を精製し、変性条件下で trypsin による酵素消化を行うことで、複数の定
量用ペプチドを一度に合成することができる(Fig.2-3 STEP5)。そこで本研究では、本
手法を用いて CD1-100 までの標品ペプチドの合成を行った。 
 
2-3-2. 人工タンパク質の構造の設計 
 そこでまず、当研究室で確立された in silico criteria(Kamiie et al., 2008)を用いて、
CD1-100 までの各定量用ペプチドの設計を行った(Supplemental Table S2-2)。なお、
in silico criteria を満たすペプチドが存在しない分子については、methionine または
cysteine を含みかつ標的分子に特異的な配列となるペプチドを定量標的ペプチドとし
て設計した。そして、設計した CD1-100 の定量用ペプチド配列を連結した構造を有す
る人工タンパク質(CD-I 及び CD-II)を設計した。各人工タンパク質のアミノ酸配列は
Supplemental Fig. S2-1および Fig. S2-2に示す。人工タンパク質には、連結した定量
用ペプチドの他、タンパク質のアフィニティー精製用タグとしてN末端側に Strep tag(ア
ミノ酸配列:WSHPQFEK)、C 末端側に HAT tag(アミノ酸配列:KDHLIHNVHKEEHA- 
HAHNK)の構造を組み込んだ。さらに、N 末端側及び C 末端には自然界には存在し
ない配列を持つモニタリングペプチド(以下 Reference peptide)として N 末端側に 
Reference peptide^VI (Reference^VI, アミノ酸配列 : VIAPVLGR)、C 末端側に 
Reference peptide^LF (Reference^LF, アミノ 酸配列: LFGPSIPLAR) を組み込んだ。
人工タンパク質の精製後、N末端側と C末端側の Reference peptide の量が一致する
ことを確認することで、全長タンパク質の精製を確認し、また、得られた Reference 
peptideの量から、合成した標品ペプチドの濃度決定を行った。 
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2-3-3. CD-I及び CD-II合成用 plasmid DNAの構築 
 Supplemental Fig. S2-1および Fig. S2-2に示した人工タンパク質の構造をコードす
る plasmid DNAの構築を行った。そこでまず、CD-Iおよび CD-IIの配列をコードする
DNA を合成し、Fig. 2-4 に示すようにアフィニティー精製用タグおよびモニタリングペ
プチドが既に組み込まれている pET-17b vector上に組み込んだ。 
  
Fig. 2-4 Constraction of plasmid vector for synthesis of CD-I and CD-II artificial 
proteins 
 
まず、人工タンパク質をコードする insert DNA (pUC19 vector)及び pET-17b vectorに
対して、BamHI 及び EcoRI を用いた制限酵素処理を行い、アガロース電気泳動によ
って切断断片を確認した(Fig. 2-5)。CD-I および CD-II の insert 部位の DNA 断片、
pET-17b vectorの vector断片を抽出し、ライゲーション後にコンピテントセルとして大腸
菌(DH5α)を用いて transfection を行い、ampicillin 寒天培地によるセレクションを行っ
た。寒天培地上に形成したコロニーについて、コロニーPCR を行い目的の配列長の
DNA が挿入されていることを確認し、目的の DNA が挿入されている clone の選択及
び DNAの抽出を行った。抽出した DNAのシークエンス解析を行い、目的の DNA配
CD-I or CD-II
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列が正しく挿入されていること、および point mutationがないことを確認し、CD-Iおよび
CD-IIの人工タンパク質発現用 plasmid DNAの合成を行った。 
 
Fig. 2-5 Fragmentation of cDNA and pET-17b vector by restriction enzymes of 
BamHI and EcoRI 
The pUC19 vector including CD-I (a) or CD-II (b) cDNA and pET-17b vector (c) were 
digested by restriction enzymes of BamHI and EcoRI. Digestions were electrophoresed 
on 1% agarose gel, and stained with ethidium bromide. 
※Double digestion (BD); BamHI and EcoRI, Single digestion (SD); BamHI or EcoRI, 
No digestion (ND) 
  
2-3-4. 大腸菌を用いた CD-I及び CD-IIの人工タンパク質の合成 
 前項で作成した plasmid DNA を用いて大腸菌による CD-Iおよび CD-IIのタンパク
質合成を行った。人工タンパク質の合成にあたり、まず CD-IおよびCD-IIの遺伝子配
列におけるレアコドン頻度を Rare Codon Analysis Tools (GenScript : https://www. 
genscript.com/tools/rare-codon-analysis)を用いて解析すると、CD-I及び CD-II内には
コドン使用頻度 30%未満のレアコドンがそれぞれ 6%及び 5 %含まれていることが分か
った(Fig. 2-6)。そこで本研究では、大腸菌株として 4種のレアコドンが補充されている
BL21-CodonPlus(DE3) RIPL Competent Cells (BL21-C+)を選択し、BL21-C+に CD-I
および CD-II plasmid DNA の transfection を行い、ampicillin 寒天培地にてセレクシ
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ョンを行った。その後、transfection を行った BL21-C+を LB broth (unlabeled standard 
protein (St)合成用)または 15N 標識アミノ酸含有 C.H.L.培地 (stable isotope-labeled 
protein (IS)合成用)にて IPTG 誘導条件下で培養することで(3 h, 30℃)、CD-I および
CD-IIのタンパク質合成を行った(Fig. 2-7)。 
 
 
Fig. 2-6 Analysis of rare codon frequency of E. coli in CD-I and CD-II 
Gene sequence of CD-I and CD-II were analyzed by GeneScript : Rare Codon Analysis 
Tools (https://www.genscript.com/tools/rare-codon-analysis) 
 
 
Fig. 2-7 IPTG-induced CD-I and CD-II protein synthesis in BL21-CodonPlus 
(DE3)-RIPL 
Plasmid DNAs of CD-I (a) or CD-II (b) were transfected in E.coli (BL21-CodonPlus 
(DE3)-RIPL). The transfected E.coli was indubated in LB/Amp (St) or (15N)-C.H.L. 
medium (IS) with 1 mM IPTG (30℃, 3h). The products were solubilized in 8 M urea 
and centrifuged. The supernatant and pellet were collected as soluble fraction (S) and 
insoluble fraction (I), respectively. Collected proteins were electrophoresed on 8 % 
SDS-polyacrylamide gel and stained with Coomassie Brilliant Blue R-250. 
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CD-Iおよび CD-IIの発現は主に IPTG誘導条件の大腸菌抽出物の不溶性画分に
検出された(Fig. 2-7)。そこで、大腸菌抽出物の不溶性画分を用いて、C 末端側の
HAT-tagにより CD-Iおよび CD-IIの精製を行い、全長合成タンパク質を回収した(Fig. 
2-7)。 
 
Fig. 2-8 Purification of unlabeled (St) and stable isotope-labeled (IS) CD-I and CD-
II proteins with C-terminal HAT-tag 
The insoluble fractions of CD-I (a) and CD-II (b) proteins synthesized by E.coli were 
purified by HisPur Cobalt Spin Columns (Thermo Fisher Scientific, IL, USA). Purified 
proteins were electrophoresed on 8 % SDS-polyacrylamide gel and stained with 
Coomassie Brilliant Blue R-250. 
 
精製後の CD-Iおよび CD-IIを Lys-C, trypsinにて酵素消化し、N末端側および C
末端側にそれぞれ配置した Reference peptide^VI および Reference peptide^LF の量
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タンパク質についても 20%以内で近似した(CD-I-St: 16.1%, CD-I-IS: 12.7%, CD-II-St: 
18.3%, CD-II-IS: 15.1%)。従って、精製操作により、全長合成された CD-Iおよび CD-
II人工タンパク質を回収することができたと考えられた。 
 
2-3-5. CD-Iおよび CD-II人工タンパク質を用いて合成した各 CD抗原の定量用ペプ
チドの LC-MS/MS を用いた解析 
CD-I および CD-II の人工合成タンパク質の非標識体を変性条件下で Lys-C, 
trypsinによる酵素消化を行い、人工タンパク質に含まれるペプチドを LC-MS/MSを用
いて測定した。なお測定に際し、各タンパク質は DTT で還元し、IAA を用いてカルバ
ミドメチル化を行った後に酵素消化を行っている。従って、cysteine を含むペプチドに
関してはカルバミドメチル化体としての m/z を設定した。また、methionine を含むペプ
チドに関しては H2O2を用いて酸化を行い、methionine sulfoxide 体としての m/z を設
定した（Supplemental Table S2-2)。NanoLC-TripleTOF5600を用いて各 CD抗原の一
斉測定を行った結果、CD22およびCD23を除く 98分子のペプチドが検出された(Fig. 
2-9)。 
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Fig. 2-9 Representative total ion chromatograms (TIC) of y product ions derived 
from each proteolytic target peptide for the CD antigens in the CD-I-St and CD-II-
St proteins. 
 
2-3-6. CD-Iおよび CD-II人工タンパク質を用いた CD抗原の網羅的定量系の構築 
2-3-4 までに合成した CD-Iおよび CD-IIの人工タンパク質を用い、CD抗原の網羅
的定量系の構築を行った。CD-IおよびCD-IIの酵素消化により得られる各ペプチドの
濃度は、N末端側および C末端側の Reference tagの定量値の平均値から算出した。
100 fmol/injection となるように CD-I-ISおよび CD-II-ISの酵素消化産物を内標準とし
て添加し、CD-I-Stおよび CD-II-St を 0-100 fmol/injection で混合し LC-MS/MS で測
定を行うことで、検量線を作成した。CD-Iおよび CD-IIに含まれる分子のうち、測定感
度やカラムへの保持性の悪さなどの理由から検量線が作成できなかった分子、
cysteine や methionine を含むなど定量性や安定性に問題がある可能性を含む分子、
第 2 章 1 節で化学合成ペプチドを用いて定量解析を行った接着分子(CD11a, CD18, 
Retention time (min)
Retention time (min)
Retention time (min)
Retention time (min)
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CD29, CD54, CD62E, CD62P)などは定量系の構築対象から除外している。最終的に、
CD-I および CD-II の人工タンパク質を用いることで、CD 抗原 51 分子について定量
系の構築を行うことができた。Supplemental Table S2-3 には定量系が確立できた 51
分子の SRM/MRM transitions を示している。Supplemental Table S2-3に示す 4つの
SRM/MRM transitionsは、CD-I及び CD-IIの酵素消化物を nanoLC-TripleTOF5600
を用いて複数の CE値で測定し、各ペプチドから得られる y, b product ionの peak area
を Skyline(MacCoss Lab Software, University of Washington)を用いて解析した結果、
より高感度に検出された 4つの product ionの組み合わせである。 
 
2-3-7. CD-I および CD-II 人工タンパク質を用いた全身性炎症モデルマウス Bcap に
おける CD抗原のタンパク質発現量解析 
定量系を構築した CD 抗原について、まず、正常マウス Bcap における発現量解析
を行ったところ、Table 2-3に示す 11分子 (CD9, CD26, CD31, CD49a, CD49c, CD49f, 
CD71, CD82, CD90, CD97, CD98)について発現量を得ることができた。一方で、Table 
2-4 に示す 40 分子は定量限界以下の発現量であった。次に、LPS 投与マウス Bcap
において、正常マウス Bcap で定量された 11 分子の解析を行ったところ、同一の分子
に関して発現量が得られた(Table 2-3)。得られた発現量を 2 群間で比較すると、LPS
投与マウス Bcap では CD97 が 59%減少し、さらに、CD9, CD49c, CD90 の 3 分子は
41-47%減少することが示された。 
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Table 2-3. Protein expression levels of CD antigens in brain capillaries (Bcap) of 
LPS-administered mice determined by using CD-I-IS and CD-II-IS-derived 
internal standard peptides 
  Protein expression levels (fmol/μg protein) 
  Control 
LPS-
administered 
Ratio 
LPS/Control 
CD9 10.9±0.1 5.79±0.10 0.533  
CD26 1.88±0.03 1.66±0.08 0.879  
CD31 3.25±0.16 3.11±0.11 0.958  
CD49a 9.56±0.31 6.93±0.15 0.725  
CD49c 1.46±0.22 0.862±0.165 0.589  
CD49f 5.92±0.22 4.92±0.14 0.831  
CD71 6.68±0.20 5.17±0.07 0.773  
CD82 0.913±0.080 0.766±0.229 0.839  
CD90 4.52±0.34 2.49±0.16 0.550  
CD97 0.436±0.031 0.177±0.074 0.407  
CD98 13.0±0.6 10.4±0.4 0.804  
Each quantitative value represents the mean±SEM (n=3-4 transitions) in one analysis of 
one whole-tissue lysate of pooled brain capillaries isolated from 10 mouse cerebrums.
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Table 2-4. List of CD antigens with expression levels below the limit of quantification 
in brain capillaries (Bcap) of normal mice  
Limit of quantification (fmol/µg protein) 
CD3e 1.78  CD42c 0.165  
CD3g 2.70  CD42d 4.46  
CD4 3.51  CD44 2.51  
CD6 2.18  CD45 0.302  
CD7 2.54  CD46 0.400  
CD10 5.46  CD49b 0.940  
CD11c 0.852  CD55 0.557  
CDw12 1.44  CD64 1.61  
CD14 3.66  CD68 0.586  
CD19 1.62  CD69 1.03  
CD20 0.560  CD72 0.801  
CD21 0.882  CD73 2.25  
CD27 1.06  CD74 0.166  
CD30 1.12  CD79a 0.293  
CD32 0.744  CD80 0.140  
CD34 0.461  CD83 3.53  
CD36 0.245  CD84 1.46  
CD37 1.14  CD86 3.13  
CD39 0.370  CD92 0.120  
CD42b 0.467  CD100 0.166  
The value represents the quantification limit for each protein in brain capillaries (Bcap) 
of normal mice (fmol/μg protein).
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第 4 節 EAE マウス単離脳毛細血管における接着分子・トランスポーター・受
容体・密着結合関連分子のタンパク質発現量解析 
 
前節までは炎症性白血球の脳内浸潤が生じるモデルとして全身性炎症を用いたが、
白血球遊走が中枢障害の発症および進行に極めて重要な役割を果たす、別の代表
的な疾患として多発性硬化症がある。多発性硬化症は、血液脳関門または、他の中
枢関門を介して中枢組織実質へとTリンパ球が浸潤し、神経細胞の軸索を覆う髄鞘が
障害されることで、中枢障害が発症する疾患である(McFarland & Martin, 2007)。多発
性硬化症では、T リンパ球の中枢組織実質への浸潤を抑制することで、中枢症状の進
行を抑制可能であることがヒト患者で確認されており、本疾患でも中枢関門を介した白
血球細胞の遊走阻害は治療戦略として有効な手段である。第 1 章第 2 節に記載した
ように、既存の多発性硬化症の治療薬は、白血球側で機能する分子を標的とする薬
剤であることから、正常な免疫機能の抑制を介し、PML 等の重篤な感染症を副作用と
して引き起こすことが極めて重要な問題として挙げられる。従って本疾患においても、
血液脳関門側を標的とした薬剤を開発することが、本問題を解決する一つの糸口とな
ると考えられる。 
全身性炎症と同様に、多発性硬化症およびそのモデル動物である experimental 
autoimmune encephalomyelitis (EAE)モデルにおける中枢組織への白血球の浸潤は、
白血球側の機能変動の他、中枢関門側の機能変動も重要な要素の一つであることが
知られている。多発性硬化症は脳の局在した部位に白血球の浸潤を含む病変部位が
観察されることが特徴であり(Bodini et al., 2011; Pierson et al., 2012; Waiczies et al., 
2012)、過去の報告では全身性炎症モデルと同様に、EAE モデルマウスにおいても血
液脳関門における CD62P(Doring et al., 2007)や CD54(Dopp et al., 1994)、
CD106(Dopp et al., 1994)等の複数の接着分子の上昇が生じることが、免疫染色レベ
ルで確認されている。従って、EAE モデルにおいても血液脳関門の機能変動が脳内
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への白血球遊走に重要な役割を果たすと考えられる。 
 そこで本研究では次に、多発性硬化症においても、前節までの解析と同様に絶対発
現量を解析することで、EAE マウスにおける血液脳関門の機能変動を明らかにし、血
液脳関門上における白血球遊走の阻害標的分子として有望な分子を選定することが
できるのではないかと考えた。従って、本節では、多発性硬化症のモデルマウスである
EAE マウスを作成し、単離脳毛細血管における接着分子をはじめ、トランスポーター、
受容体、密着結合関連分子のタンパク質発現量の解析を行った。 
 
2-4-1. EAEマウスの作成 
マウス皮下に Hooke Kit MOG35-55/ CFA Emulsion(MOG 200μg/マウス)を投与し、腹
腔から pertussis toxin 250 ngを emulsion投与日及び翌日の 2回投与することで EAE
マウスを作製した(Hooke laboratories kit 添付の標準プロトコールに従い作製)。コント
ロールマウスは非MOG含有Hooke Control Kit emulsionを投与し作製した。Emulsion
投与日及び投与後 7 日目から 2 日毎にマウスの臨床症状を確認し、発症を評価した
(Fig. 2-10)。EAEマウスは emulsion投与後 day10-11に初期の臨床症状が現れ、その
後 day17-19に後肢の完全脱力(臨床スコア 4)まで症状が進行し、多くは day28まで慢
性化(臨床スコア 4が持続)した。そこで、病態進行期として、臨床症状の悪化期である
day 14 (acute phase, score average = 2.78±0.15)、病態慢性期として臨床症状の慢性
期である day 29 (chronic phase, score average = 4.00±0.00)のマウスをモデルとして使
用し、PBS を用いた心灌流後に大脳を摘出し、mesh 法を用いて Bcap を whole tissue 
lysate として調製した。 
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Fig. 2-10 Progression of clinical symptoms in EAE model mice 
 Each point represents the mean of the disease score±SEM (n=9-10). EAE and control 
mice were used for the preparation of brain capillaries at day 14 (acute phase) or day 29 
(chronic phase) after immunization of MOG35-55 peptides. Disease progression was 
evaluated by scoring clinical symptoms. (Score 0: no disease, 1: weakness of tail tonus, 
2: completely limp tail, 3: abnormal gait, 4: complete hind limb paralysis, 5: fore limb 
and hind limb paralysis, 6: moribund or dead) 
 
2-4-2. EAE マウス Bcap における接着分子・トランスポーター・受容体・密着結合関連
分子の発現量解析 
病態進行期および慢性期の EAEマウス Bcap 及びコントロールマウス Bcapにおけ
る接着分子、トランスポーター、受容体、密着結合関連分子の発現量を QTAP 法を用
いて解析した。接着分子では、病態進行期および慢性期の双方において、LPS 投与
マウス Bcap と同様に CD18、CD29、CD49d、CD54、CD102、CD106 の 6分子につい
て発現量が得られた(Table 2-5)。EAE マウス Bcap およびコントロールマウス Bcap に
おける発現量を比較すると、接着分子の発現量は 0.756~1.69倍の範囲において近似
した。またトランスポーター、受容体および密着結合関連分子の発現量解析を行った
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ところ、病態進行期および慢性期の双方の EAE マウス Bcap において 8 分子のトラン
スポーター(Mdr1a, Mrp4, Bcrp, Glut1, Mct1, Oat3, Fatp1, Ent1)、2分子の受容体(Insr, 
Lrp1)、1 分子の密着結合分子(Claudin-5)が検出され、コントロールマウス Bcap の発
現量と比較すると、 0.709~1.39 倍の範囲で近似した(Table 2-6)。従って、EAE マウス
Bcapでは病態時に顕著な発現量変動を示す分子は検出されなかった。 
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Table 2-5. Protein expression levels of CD antigens and marker proteins in brain 
capillaries (Bcap) of EAE mice 
 Protein expression levels (fmol/μg protein) 
 Brain capillaries 
Ratio 
EAE/Control 
Brain capillaries 
Ratio 
EAE/Control   Control 
EAE 
(Acute phase) 
Control 
EAE 
(Chronic phase) 
CD antigens 
      
CD11a U.L.Q.(<1.32) U.L.Q.(<1.24) - U.L.Q.(<0.581) U.L.Q.(<0.640) - 
CD18 0.406±0.029 0.652±0.040 1.61 0.342±0.058 0.577±0.059 1.69  
CD29 25.4±0.6 22.4±0.5 0.882 27.6±0.4 38.9±0.4 1.41  
CD49d 0.489±0.019 0.438±0.021 0.897 0.381±0.043 0.485±0.050 1.27   
CD54 2.83±0.28 3.04±0.28 1.07 2.32±0.12 3.53±0.16 1.52  
CD62E U.L.Q.(<0.179) U.L.Q.(<0.153) - U.L.Q.(<0.331) U.L.Q.(<0.375) - 
CD62P U.L.Q.(<1.95) U.L.Q.(<2.04) - U.L.Q.(<1.10) U.L.Q.(<1.38) - 
CD102 4.96±0.10 3.75±0.10 0.756 5.55±0.14 6.53±0.19 1.18  
CD106 1.01±0.06 0.985±0.075 0.975 0.687±0.032 0.904±0.043 1.32  
CD162 U.L.Q.(<0.131) U.L.Q.(<0.124) - U.L.Q.(<0.203) U.L.Q.(<0.181) - 
Marker proteins 
      
Na+/K+ ATPase 33.2±1.0 27.5±0.8 0.829 29.7±0.5 37.4±0.5 1.26  
γ-Gtp 3.77±0.09 3.06±0.08 0.811 5.09±0.17 5.58±0.22 1.10  
CD41 U.L.Q.(<0.237) U.L.Q.(<0.218) - U.L.Q.(<0.814) U.L.Q.(<0.871) - 
Each quantitative value represents the mean±SEM (n=6-16 transitions) obtained from 
three to four analyses of one whole-tissue lysate of pooled brain capillaries isolated 
from 9-10 mouse cerebrums. U.L.Q., Under the limit of quantification. The values in 
brackets represent the quantification limits (fmol/μg protein). 
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Table 2-6. Protein expression levels of transporters, receptors and a tight junction-
related protein in brain capillaries (Bcap) of EAE mice 
 Protein expression levels (fmol/μg protein) 
 Brain capillaries 
Ratio 
EAE/Control 
Brain capillaries 
Ratio 
EAE/Control  Control 
EAE 
(Acute phase) 
Control 
EAE 
(Chronic phase) 
ABC Transporters 
   
 
 
Abcb1a/Mdr1a 17.7±0.5 14.4±0.5 0.809 18.8±0.5 22.4±0.4 1.19 
Abcb1b/Mdr1b U.L.Q.(<0.572) U.L.Q.(<0.563) - U.L.Q.(<0.811) U.L.Q.(<0.783) - 
Abcb11/Bsep U.L.Q.(<0.111) U.L.Q.(<0.101) - U.L.Q.(<0.0901) U.L.Q.(<0.0952) - 
Abcc4/Mrp4 1.38±0.18 1.70±0.18 1.24 1.90±0.13 2.50±0.22 1.31 
Abcg2/Bcrp 4.34±0.10 3.60±0.07 0.830 5.19±0.09 6.24±0.11 1.20 
SLC Transporters 
     
Slc2a1/Glut1 160±3 135±3 0.847 146±2 195±4 1.34 
Slc6a6/Taut U.L.Q.(<1.59) U.L.Q.(<0.707) - U.L.Q.(<0.0532) U.L.Q.(<0.352) - 
Slc16a1/Mct1 14.0±0.3 10.7±0.2 0.764 13.5±0.3 14.5±0.3 1.07 
Slc22a8/Oat3 0.745±0.030 0.689±0.020 0.925 1.03±0.06 1.15±0.04 1.12 
Slc27a1/Fatp1 0.662±0.071 0.532±0.071 0.804 0.543±0.051 0.749±0.053 1.38 
Slc29a1/Ent1 0.764±0.047 0.735±0.115 0.962 0.577±0.024 0.762±0.049 1.32 
Receptors 
      
Insr 0.677±0.035 0.610±0.015 0.900 0.554±0.021 0.689±0.020 1.24 
Lrp1 0.403±0.021 0.414±0.024 1.03 0.354±0.023 0.492±0.032 1.39 
Lrp2 U.L.Q.(<1.42) U.L.Q.(<1.47) - U.L.Q.(<0.967) U.L.Q.(<0.877) - 
Tight junction-related protein 
     
Claudin-5 3.28±0.15 3.91±0.09 1.19 5.96±0.15 7.64±0.17 1.28 
Other 
      
Basigin 14.1±0.5 9.98±0.32 0.709 11.0±0.4 12.5±0.5 1.14 
Each value represents the mean±SEM (n=6-16 transitions) obtained from three or four 
analyses of one whole-tissue lysate of pooled brain capillaries isolated from 9-10 mouse 
cerebrums. U.L.Q., Under the limit of quantification. The values in brackets represent the 
quantification limits (fmol/μg protein). Insr; insulin receptor 
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第 5節 考察 
 
 本研究によって、LPS 投与による全身性炎症モデルマウス Bcap および PBMCs に
おける CD 抗原のタンパク質絶対発現量がはじめて明らかになった。コントロールマウ
スとの比較解析から、LPS 投与マウス Bcap では、白血球と脳毛細血管内皮細胞の相
互作用に関わる CD54および CD106の 2分子の接着分子の絶対発現量が顕著に増
加することが明らかとなった(Table 2-1)。さらに、CD 抗原の網羅的発現量解析から、
LPS 投与マウス Bcap では CD9 や CD49c, CD97 など、複数の CD 抗原の発現量減
少が生じることが明らかになった(Table 2-3)。一方で、LPS投与マウス Bcapではトラン
スポーターや受容体、密着結合関連分子の発現量はほとんど変動しないことが明らか
になった(Table 2-2)。さらに本研究では、EAEマウス Bcapにおけるタンパク質発現量
を明らかにした。EAE マウス Bcap では、LPS 投与群と対照的に、トランスポーターや
受容体、密着結合関連分子(Table 2-6)の他、接着分子についても顕著な変動が生じ
る分子は検出されなかった(Table 2-5)。 
 
全身性炎症モデルマウス単離脳毛細血管および循環血中白血球における接着分子
の絶対発現量に基づく、血液脳関門上の白血球遊走阻害標的分子の選定 
 血液脳関門を構成する脳毛細血管は、末梢血管に比較して、生理的条件下にお
ける白血球の透過性を厳しく制限している(Takeshita & Ransohoff, 2012)。しかし、炎症
病態など様々な病理的条件下では血液脳関門機能が動的に変動し、脳内への白血
球の遊走を誘導する。脳内に遊走した白血球は、脳内で炎症性メディエーターの産
生を行い、こうしたメディエーターを介して脳細胞機能に変動を与えることで、中枢障
害の発症や進行に関与する。従って、血液脳関門を介した白血球の遊走を抑制する
ことは、多発性硬化症や脳虚血、敗血症などの白血球の脳内遊走が知られる疾患に
おいて、有効な治療法であると考えられる。過去の多くの研究によって、integrin や
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selectin、cellular adhesion molecule (CAM)などの接着分子と呼ばれる CD抗原の一群
が、脳毛細血管内皮細胞側および白血球側に発現し、それぞれが連続的に相互作
用することで、血液脳関門を介した白血球の遊走が生じることが明らかにされている。
本研究では、まず、これら既知の接着分子に着目し、血液脳関門および白血球にお
けるそれぞれの絶対発現量情報を明らかにし、第 1 章第 2 節 2 に示したストラテジー
で分子を絞り込むことで、より有望な阻害標的が選定できると考えた。 
LPS投与マウスから脳毛細血管を単離し、タンパク質の発現量解析を行ったところ、
発現量が得られた 6 分子の接着分子のうち、CD54/ICAM-1 および CD106/VCAM-1 
の 2 分子の発現量が、コントロールマウスに比較して、顕著に増加することが明らかに
なった(Table 2-1)。LPS投与により作成した全身性炎症モデルにおいて、脳毛細血管
内皮細胞における CD54および CD106の発現量の増加が生じることは過去の免疫染
色法を用いた解析に支持される結果である(Fries et al., 1993; Ramirez et al., 2012)。得
られた CD54 および CD106 の絶対発現量の分子間での比較を行うと、LPS 投与マウ
ス Bcap では、CD54 の発現量は CD106 の発現量に比較して、3.56 倍高いことが明ら
かになった。LPS 投与マウスでは、循環血中に投与した抗 CD54 抗体の脳への蓄積
量が、抗 CD106抗体の蓄積量よりも約 3-4倍大きいことが報告されており、この結果も
過去の報告に支持されている(Henninger et al., 1997)。また、CD62Eや CD62P, CD102
など白血球遊走において血液脳関門側で機能することが知られる他の接着分子群
(Fig. 1-2) (Rossi et al., 2011; Engelhardt & Ransohoff, 2012)と比較しても、LPS投与マ
ウス Bcap では、CD54 が最も高い発現量であることが示された。従って、全身性炎症
時の血液脳関門では、一連の白血球遊走に関わる分子群の中でも、CD54 が最も高
い発現量で機能していることが本研究で初めて明らかになった。 
脳毛細血管内皮細胞に発現する CD54や CD106はそれぞれ、白血球上に発現す
る CD11a/CD18 複合体 (lymphocyte function-associated antigen-1, LFA-1)および
CD29/CD49d 複合体(VLA-4)と結合し、白血球の遊走に関わる。そこで、白血球上に
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おけるこれらの接着分子の発現量を解析した。すると LPS 投与マウス PBMCs whole 
cell lysate では LFA-1 を構成する CD11a および CD18 の発現量はそれぞれ 2.04 
fmol/μg protein、2.59 fmol/μg protein であり、LPS 投与マウス Bcap における CD54 
(6.56 fmol/μg protein)と近似した発現量(約 3倍の差)であることが分かった(Table 2-1)。
一方で、脳毛細血管内皮細胞の CD106と相互作用する白血球上のVLA-4を構成す
る CD29/CD49dでは、LPS投与マウス PBMCs whole cell lysateにおいて CD29の発
現が検出された(9.63 fmol/μg protein)ものの、CD49d が定量限界以下の発現量
(<0.463 fmol/μg protein)であった(Table 2-1)。また、CD49d はコントロールマウス
PBMCsの crude membrane画分において 0.561 fmol/μg proteinで検出されたものの、
LPS 投与マウス PBMCs の同画分では、定量限界以下であった(<0.561 fmol/μg 
protein)。従って、これらの結果から、LPS 投与マウスの白血球上では、CD29/CD49d
の複合体としての発現量は低く、脳毛細血管内皮細胞における CD106 との相互作用
は白血球遊走への寄与が少ないことが考えられた。そのため、血液脳関門における白
血球遊走の阻害では、白血球上の CD11a/CD18 複合体と結合する脳毛細血管内皮
細胞上の CD54を阻害標的とすることが、より効果的な治療戦略となると考えられた。 
本見解を支持するように、過去の報告では、炎症性サイトカインで活性化させた脳
毛細血管内皮細胞へのリンパ球の接着や遊走が、内皮細胞における CD54 の
knockout(Reiss et al., 1998)や抗 CD54抗体(Reiss et al., 1998; Wong et al., 1999)、
抗 LFA-1(CD11a/CD18複合体)抗体(Male et al., 1994)の単独処置で阻害されることが
示されている。一方で、抗 CD106抗体(Wong et al., 1999)や、抗 VLA-4 (CD29/CD49d
複合体)抗体(Male et al., 1994)の単独処置では阻害効果がないかまたはより低い阻害
効果であることが示されている。また、盲腸結紮穿刺(cecal ligation puncture, CLP)によ
り作成した全身性炎症疾患のひとつである敗血症モデルマウスでは、抗 CD54抗体の
処置によって肺への好中球の浸潤が減少したが、抗 CD106 抗体や抗 VLA-4 
(CD29/CD49d 複合体)抗体は阻害効果を示さなかったことが報告されている(Laudes 
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et al., 2004)。興味深いことに、CD54 の knockout マウスでは、LPS 投与により全身性
炎症を誘導した際に、脳内への細胞浸潤が減少するのみではなく(Bohatschek et al., 
2001)、死亡率も減少することが示されている(Xu et al., 1994)。血液脳関門側に発現す
る接着分子を標的とした白血球遊走阻害薬が、重篤な感染性副作用を引き起こさな
いかは明らかではない。しかし過去の報告では、炎症性腸疾患における白血球遊走
阻害を機序として開発された治療薬である CD54 に対するアンチセンスオリゴヌクレオ
チド製剤 alicaforsen は、ヒト臨床試験において重篤な感染性副作用を引き起こさない
結果が示されている(Miner et al, 2006; Greuter et al, 2018)。従って、血液脳関門にお
けるCD54を標的とした治療薬は、従来の白血球側の接着分子を標的とした治療薬の
感染性副作用の課題を解決できる可能性が示唆される。以上の知見から、本研究に
おいてマウスBcapおよびPBMCsのCD抗原の絶対発現量を基に選択したCD54が、
全身性炎症時の脳内への白血球遊走における血液脳関門上の阻害標的として有望
な分子であることが示唆された。 
 
絶対発現量に基づく脳毛細血管内皮細胞上 CD54 と白血球上 CD11a/CD18 の相互
作用機構に関する考察 
 炎症時における血液脳関門を介した白血球の遊走において、白血球上の CD11aお
よび CD18 などのインテグリンの活性化は重要なステップのひとつである(Male et al., 
1994)。本研究の解析結果では、LPS 投与マウスの PBMCs における CD11a および
CD18 の発現量はコントロールに比較して顕著な発現量変動はみられなかった。イン
テグリンの活性化機構では、発現量の変動のみによらず、その立体構造の変化やクラ
スタリングによる親和性の増加が重要であることが知られる(Gahmberg et al., 2009)。一
方で、CD54 や CD106 などの CAMs の活性化には発現量の増加が関わることが知ら
れる(Fries et al., 1993; Dopp et al., 1994; Bohatschek et al., 2001; Kumasaka et al., 1996; 
Ramos et al., 2014; Kong et al., 2018)。本研究で得られた発現量に基づくと、正常条件
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では Bcap における CD54(1.06 fmol/μg protein)は PBMCs における CD11a/CD18(そ
れぞれ 3.58, 3.15 fmol/μg protein)以下の発現量である。一方で、LPS 投与の炎症条
件ではCD54の発現量(6.56 fmol/μg protein)は CD11a/CD18の発現量(それぞれ2.04, 
2.59 fmol/μg protein)以上に増加していた。従って、全身性炎症時における血液脳関
門を介した白血球の遊走は、白血球上における CD11a/CD18 の発現量変動によらな
い親和性の上昇と、脳毛細血管内皮細胞上における CD54 の発現量の増加による最
大結合能の増加によって引き起こされると考えられる。 
 
CD-I及び CD-II人工タンパク質を用いた絶対発現量解析において Bcap における発
現が確認された分子について 
本研究では、CD-I および CD-II 人工タンパク質を用いることで、マウス Bcap におけ
る 11 分子の CD 抗原の絶対発現量を明らかにすることができた。そのうち、
CD9(Rossler et al., 1992)、CD26(Hartel et al., 1988)、CD31(Muller et al., 1989)、
CD49a(Haring et al., 1996)、CD49c(Haring et al., 1996)、CD49f(Haring et al., 1996)、
CD71(Jefferies et al., 1984)および CD98(Matsuo et al., 2000)に関しては、過去に血液
脳関門におけるタンパク質レベルでの発現報告がなされている分子であった。CD82
及び CD97の 2分子は、過去にマウスの単離脳細胞の RNA-Seq transcriptome 解析
の結果において、両分子とも mRNA レベルで脳毛細血管内皮細胞に発現することは
報告されている(Zhang et al., 2014)が、タンパク質レベルでの発現は報告されていない。
従ってこれらの分子は、本研究において初めてタンパク質レベルで血液脳関門にお
ける発現が確認された分子であると考えられる。一方、CD90 は間葉系細胞のマーカ
ー分子として広く知られる分子であり、脳内ではペリサイトに豊富に発現しており、正常
な脳血管には発現していないことが報告されている(Inoue et al., 2016)。従って、CD90
は Bcap画分にコンタミネーションしたペリサイトに由来する発現量として得た可能性が
示唆される。 
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全身性炎症時の血液脳関門における白血球の paracellular経路の遊走に関わる機能
変動 
末梢血管に比較し、脳毛細血管における白血球の遊走が厳しく制限されている理
由の一つに、血管の内表面を構成する内皮細胞機能の違いが挙げられる。LPS 投与
による全身性炎症モデルマウスを用いた解析では、血中へと接着分子に対する抗体
を投与し、各臓器への蓄積量を解析すると、抗 CD62P/P-selectin 抗体は、脳に比較し、
肺や心臓に 10-20倍高い蓄積を示し(Zhou et al., 2009)、また、抗 CD54/ICAM-1抗体
及び抗 CD106/VCAM-1 抗体は脳に比較し、心臓や小腸にそれぞれ 10-20 倍、1.2-5
倍高い蓄積を示すことが報告されている(Henninger et al., 1997)。従って、脳血管の内
皮細胞では、末梢血管の内皮細胞に比較して、炎症病態に対する内皮細胞上の接
着分子の誘導活性が低く制御されており、これが脳血管における白血球遊走が制限
されている理由の一員となっている可能性が考えられる。 
また、内皮細胞間の結合性の違いもこの一因として考えられる。末梢血管では、内
皮細胞間の結合は弱く、白血球が炎症臓器の血管に接着した後、その大部分(～
70%-90%)が内皮細胞の間隙を介した paracellular 経路を介して、容易に組織に透過
することが知られる(Woodfin et al., 2011; Nourshargh & Alon, 2014)。一方で、脳毛細
血管の内皮細胞は、第１章第 1 節 1 に述べたように、密着結合で強固に内皮細胞間
が強固に結合しているため、脳血管へと白血球が接着した後の paracellular 経路での
内皮細胞間の透過が末梢血管に比較して厳しく制限されている (Engelhardt & 
Ransohoff, 2012)。従ってこの内皮細胞間隙の透過性の違いも、脳血管における白血
球遊走が制限されている一因となっていると考えられる。 
一方で、敗血症や多発性硬化症といった炎症病態では、血液脳関門の密着結合
性が減弱することが知られており、これらの病態時には内皮細胞の間隙を通過する
paracellular 経路も白血球の脳内への移行経路として重要な役割を果たす。実際に、
多発性硬化症またはその動物モデルの EAEマウスでは、cludin-5(Errede et al., 2012)
50 
 
や claudin-11(Uchida et al., 2018)、occuludin(Errede et al., 2012)、ZO-1(Bennett et al., 
2010)などの脳毛細血管内皮細胞の密着結合や接着結合に関わる分子の発現量減
少や、細胞内での局在変動による結合能の低下が報告されている。また、マウスへの
高用量の LPS 投与による全身性炎症モデルにおいても、血液脳関門の密着結合性
が低下する結果が報告されている(Banks et al., 2015)。 
本研究では、LPS 投与群の Bcap において、CD9、CD49c および CD97 の 3 分子
が 40-60%の発現量減少が生じることが明らかとなった(Table 2-3)。 
CD9 はテトラスパンファミリーに属する分子であり、細胞膜上に発現し integrin や
CAMs を初めとした、様々な細胞膜上タンパク質と複合体を形成し、その相互作用分
子の機能発現に関わることが知られる(Reyes et al., 2018)。過去のヒト臍帯静脈内皮細
胞(human umbilical vein endothelial cells, HUVEC)における免疫沈降法による相互作
用分子の解析では、CD9 は CD49c (integrin α3)と複合体を形成し、共に細胞間接着
部位に豊富に発現する分子であることが示されている(Yanez-Mo et al., 1998)。また、ク
ロスリンカーを用いたプロテオミクス解析では、CD9 は密着結合に関連する claudin 
family の一つである claudin-1 と直接相互作用することが示されている(Kovalenko et 
al., 2007)。血液脳関門では claudin ファミリーのうち、claudin-5 が発現することが知ら
れているが、近年我々の研究室ではヒトやマウスの血液脳関門ではさらに claudin-11
が発現することも報告している(Uchida et al., 2018)。血液脳関門において CD9 が
claudin-5 や claudin-11 が直接相互作用をしているかは明らかではないが、全身性炎
症時の血液脳関門における CD9 またはその相互作用分子の CD49c の発現量減少
が、脳毛細血管内皮細胞間の接着機能の減少に関わる可能性が示唆される。 
一方で、CD9は、内皮細胞上のCD54が白血球上のリガンドと相互作用する際に必
要な endothelial adhesive platforms(EAPs)と呼ばれるクラスタリング構造を形成する際
の、機能的レギュレーターとして働くことも知られている(Franz et al., 2016; Reyes et al., 
2018)。実際に、単層膜を形成した HUVEC 細胞において CD9 を siRNA により 
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knockdown すると、HUVEC 細胞における CD54 の発現量減少が生じ、リンパ球の単
層膜の細胞遊走が抑制されることが示されている(Barreiro et al., 2005)。本研究では、
LPS 投与マウス Bcap では CD54 の発現量増加が起こる一方、CD9 は減少するという
結果が得られている。本結果は上記の知見と相反するように考えられるが、炎症条件
下において、脳毛細血管内皮細胞において血管管腔側細胞膜上(血液側膜)に局在
する CD9 は CD54 の活性化を誘導するために増加し、他方で、細胞側面膜(細胞間
接着側膜)に局在する CD9 は顕著に減少していた場合、見かけ上 CD9 の発現量が
減少する結果が得られると考えられる。本知見を支持するように、過去の報告では、
HUVEC 細胞を用いた解析において、正常条件下では CD9 は細胞接着部位に主に
発現する一方で、TNF-α を処置すると CD9 の発現局在は血管管腔側膜上へと変化
することが示されている(Franz et al., 2016)。また興味深いことに、CD9 との相互作用が
予想される claudin-5も、同様に、血管内皮細胞への LPSの暴露条件では、細胞接着
部位における発現局在が、細胞内に移行することが報告されている(Schlegel et al., 
2009)。本研究の結果では、LPS 投与マウス Bcap では、claudin-5 の発現量は変動し
ないことが示されているが(Table 2-2)、CD9 と相互作用していると仮定すると、炎症条
件下の CD9 の発現局在の変動に伴い、claudin-5 の細胞内での局在変動が生じ、結
果、密着結合機能の低下が生じている可能性も考えられる。従って、今後、血液脳関
門におけるCD9の相互作用分子を明らかとし、炎症時の血液脳関門における CD9の
細胞内発現局在の変動に伴う内皮細胞間の接着結合機能への影響を解析すること
で、白血球遊走への関与が明らかになると考えられる。 
CD97は epidermal growth factor seven-span transmembrane(EGF-TM7) familyに含
まれる分子であり、造血細胞や免疫細胞、上皮細胞や筋細胞など幅広い細胞に発現
が知られる。マウスの単離脳細胞のRNA-Seq transcriptome 解析結果では、脳細胞の
中でも、CD97 は内皮細胞に特異的に発現することが報告されている(Zhang et al., 
2014)。CD97 は結腸細胞において E-cadherin を介した接着結合部位に局在し、β-
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cateninの発現量調節と安定化に関与することが報告されている(Becker et al., 2010)。
マウスを用いた解析では CD97 を transgenic により過剰発現させると、結腸細胞間の
接着構造が強固になり、逆に knockout するとその接着構造が減弱されることが示され
ている(Becker et al., 2010)。従って CD97は細胞間接着機能の制御因子として重要な
分子として考えられる。血液脳関門における CD97 の機能は未解明であるが、炎症時
における CD97 の発現量減少は脳毛細血管内皮細胞における接着性の減弱に関与
する可能性が示唆される。 
以上の知見から、LPS 投与マウス Bcap における CD9、CD49c、CD97 の発現量減
少は、脳毛細血管内皮細胞間の接着結合または密着結合の機能変動に関与すること
が示唆された。これらの機能変動は、炎症時の血液脳関門における paracellular 経路
を介した白血球遊走に関わる新たな分子変動となる可能性が考えられる。 
 
人工タンパク質を用いた CD抗原の絶対定量解析における課題 
 人工タンパク質を用いて合成した定量用標品ペプチドを用いた絶対発現量解析で
は、人工タンパク質の酵素消化効率が定量値に影響を与える可能性が考えられる。
例えば、trypsin による人工タンパク質の酵素消化が不完全であった場合、既定量の
標品ペプチドに由来するピークエリアが過小評価されてしまい、相対的に得られるサ
ンプル由来の標的ペプチドの量が過大評価されてしまう可能性がある。しかし、本研
究において、人工タンパク質を用いて定量値を算出したコントロールマウス Bcap にお
ける CD71(transferrin receptor 1, 6.68 fmol/μg protein)及び CD98 (4F2hc, 13.0 fmol/μg 
protein)の発現量は、過去に我々が正常マウス Bcap において化学合成ペプチドを用
いて解析した CD71(4.34-5.84 fmol/μg protein)(Uchida et al., 2013; Hoshi et al., 2017)
および CD98 (16.4-17.2 fmol/μg protein)(Kamiie et al., 2008; Hoshi et al., 2017)に近似
する結果であった。従って、人工タンパク質の trypsinによる酵素消化は高い効率で行
われたと考えられる。ただし、本研究では、人工タンパク質中に含まれる全てのペプチ
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ドが 100%の消化効率で産生されているかは直接の確認はできていない。従って、本
研究で人工タンパク質を用いて得られた定量値が、各ペプチドの不十分な酵素消化
に由来し、過大評価されている可能性を完全に排除することはできない。 
 
全身性炎症時の血液脳関門におけるトランスポーター機能の変動に関する考察 
 てんかんやアルツハイマーなど様々な中枢疾患において血液脳関門におけるトラン
スポーターの機能は変動し、病態進行や薬物耐性などへ関与することが示されている
(Barar et al., 2016)。本研究では、LPS投与マウス Bcapにおいて、白血球遊走に関わ
る複数の CD 抗原の発現量が動的に変動することが示されたが、トランスポーターや
受容体に関しては、顕著な発現量の変動が検出されなかった(Table 2-2)。例えば、血
液脳関門において最も重要な薬剤排出トランスポーターである Mdr1a(P-gp)は、LPS
投与マウス Bcap とコントロール Bcapでは、1.17倍の差であり、顕著な変動は検出され
なかった。トランスポーターの機能変動を考えるうえでは、タンパク質の発現量変動に
よらない変化も考慮する必要がある。興味深いことに、過去の報告では、LPS 投与時
のマウス血液脳関門において Mdr1a の発現量が変化しないまたは増加するといった
結果が報告されているが、どちらのマウスにおいても Mdr1a の基質薬物(verapamil)の
排出輸送活性は有意に減少することが示されている(Salkeni et al., 2009)。近年、我々
の研究室では、ヒト脳毛細血管内皮細胞株(hCMEC/D3 細胞)における解析で、TNF-
α 処理条件におけるタンパク質の発現量変動を伴わない P-gp の輸送活性の低下は、
細胞内リン酸化カスケードの活性化により生じることを報告している(Hoshi et al., 2017)。
従って、LPS 投与マウス血液脳関門では、トランスポーター機能の変動が生じないか、
または発現量変動によらない翻訳後修飾等を介して機能変動が生じている可能性が
示唆される。今後、リン酸化などの翻訳後修飾の変動など発現量以外の要素を考慮し、
機能変動について明らかにしていく必要があると考えられる。 
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EAE マウス Bcap における CD 抗原・トランスポーター・受容体・密着結合関連分子の
発現量解析の結果に関する考察と本研究の限界点 
多発性硬化症の発症初期における中枢組織への白血球の最初の浸潤経路は脳室
周囲器官である脈絡叢であるとする説がある(Reboldi et al., 2009; Lopes Pinheiro et al., 
2016)。この説では、多発性硬化症の発症段階において、血中の白血球は脈絡叢内
の有窓性血管から血管外へと移行し、その後、脈絡叢の上皮細胞を浸潤することで、
中枢組織内へと移行すると考えられている。また、脈絡叢を浸潤した白血球はくも膜
下腔において、常在する樹状細胞から抗原提示を受け活性化し、脳脊髄液中に多様
な炎症性サイトカインを放出する。脳脊髄液中に放出された炎症性サイトカインは、次
に、脳内の血管内皮細胞を活性化し、接着分子やケモカインなどの発現を促す。これ
により二次的に白血球は血液脳関門を介して脳内へと移行できるようになると考えら
れている。近年では、白血球の中枢組織への最初の侵入経路は、脊髄の第五腰椎の
背側血管であるとの報告も存在する(Arima et al., 2012)。これらの報告は、多発性硬化
症の病態発症初期における白血球の中枢組織への侵入は、血液脳関門以外の中枢
組織関門を介して起こることを示している。従って、多発性硬化症における血液脳関
門の機能的変動は二次的に生じるものであり、特に、病態の進行過程における脳実
質内への白血球の遊走に重要であると考えられる。 
多発性硬化症において、CD54 が治療標的分子となるかは、未だ議論が分かれて
いる。過去の EAEマウスの病態進行の阻害実験では、抗 CD54抗体の処置群で病態
が改善されたという報告がある一方で(Archelos et al., 1993; Kawai et al., 1996; 
Morrissey et al., 1996)、抗 CD54抗体は効果を示さないまたは病態を逆に悪化させる
といった報告もなされている(Willenborg et al., 1993; Kobayashi et al., 1995; Rose et al., 
1999)。または、knockout マウスを用いた解析においても、すべての CD54 isoform を
knockout すると病態進行は顕著に抑制されることが報告されているが(Bullard et al., 
2007)、CD54 の full-length isoform のみを knockout したマウス(いくつかの spliced 
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isoform は発現する)では EAE の病態を逆に悪化させるといった報告がなされている
(Samoilova et al., 1998)。従って、多発性硬化症の治療において CD54が治療標的と
して有望な分子であるかは未だ明らかではない。しかし、ヒト多発性硬化症患者の病
態部位の脳血管において CD54の発現が上昇することや(Sobel et al., 1990) 、EAEマ
ウスの脳血管では CD54 の発現が病態の進行に伴い増加すること(Dopp et al., 1994)
から考えると、CD54 は多発性硬化症においても、血液脳関門上における白血球遊走
に関わる重要な分子のひとつとして考えられる。 
EAEマウスでは、臨床症状スコアの上昇と脳内で検出される白血球数が相関するこ
とが報告されていることから(Sosa et al., 2013)、本実験で用いた病態急性期および慢
性期の EAEマウス(臨床症状スコアはそれぞれ 2.78, 4.00)においても、血液脳関門を
介した脳内への白血球遊走は生じていると考えられる。しかし本実験における解析結
果では、病態急性期（進行期）および病態慢性期の EAEマウス Bcapの双方とも、コン
トロールマウスに比較して、接着分子やトランスポーター、受容体、密着結合関連分子
など、すべての分子でその発現量は 2 倍以下の変動であった(Table 2-5, 2-6)。CD54
に関しても、病態急性期および慢性期の EAEマウス Bcapでは、コントロールマウスに
比較して、その発現量変動は、それぞれ 1.07倍、1.52倍と僅かな増加傾向しか見られ
なかった。多発性硬化症や EAEの病理学的特徴として、病態発症部位が脳の局所に
限局して生じる疾患であることが挙げられる(Bodini et al., 2011; Pierson et al., 2012; 
Waiczies et al., 2012)。核磁気共鳴画像法を用いた解析結果では、EAEマウスにおけ
る CD54 の発現は、脳全体にみられるのではなく、一部の限局した部位で検出される
ことが報告されている(Doerck et al., 2010)。本研究では、EAEマウス Bcapを大脳全体
から単離し発現量変動の解析を行っている。そのため、本サンプルには病態部位の
みではなく正常な脳部位由来の Bcap も含まれているため、病態部位での変動が過少
評価されてしまっている可能性が考えられる。従って本研究で用いた実験系では、
EAE マウスの病態時における血液脳関門の機能変動を正しく捉えられていない可能
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性が示唆される。 
今後、脳病態部位のみから Bcap を単離しタンパク質の発現量解析を行うことが、多
発性硬化症における血液脳関門の分子機能変動を明らかにするうえでは重要である
と考えられる。また、先に述べたように脈絡叢や脊髄における血管は多発性硬化症に
おいて白血球が浸潤する最初の部位と考えられる。今後、これら組織関門にも着目し、
白血球遊走関連タンパク質の発現量変動を明らかにしていくことで、多発性硬化症に
おける様々な組織関門の白血球遊走に関わる分子機構を明らかにできると考えられ
る。 
 
第 2 章の結論として、本研究では、LPS 投与により作成した全身性炎症モデルマウ
スの血液脳関門および循環血中白血球における CD 抗原のタンパク質絶対発現量を
明らかにし、血液脳関門側および白血球側の各分子の分子内および分子間の発現
量比較を行うことで、血液脳関門上のCD54が細胞遊走の阻害分子として有望な標的
となることが示唆された。さらに、本研究では、全身性炎症時の血液脳関門において、
脳毛細血管内皮細胞間の接着結合または密着結合の機能変動に関与することが示
唆される CD9、CD49c、CD97 の 3 分子の発現量が減少することを明らかにした。これ
らの機能変動は、全身性炎症時の血液脳関門を介した白血球遊走に関与する新たな
分子機構となることが示唆された。一方で、LPS 投与による全身性炎症時の血液脳関
門では、トランスポーターや受容体の発現量にはほとんど変動がないことが明らかにな
った。以上の結果から、全身性炎症時の血液脳関門では、トランスポーターなどの血
液脳関門機能の根幹となる分子のタンパク質発現量を変動させず、白血球の遊走に
関与するCD抗原の発現量のみを顕著に変動させることで、血液脳関門を介した脳内
への白血球遊走を惹起していると考えられる。今後、これらの知見は、脳内への白血
球遊走が発症や進行に関わる炎症性中枢疾患において、血液脳関門を標的とした治
療薬の開発の一助となることが期待される。 
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第 3 章 血液脳関門における末梢臓器由来タンパク質輸送機構の解
明 
 
第 1節 序論 
 第 1 章第 3 節で述べたように、血液脳関門におけるタンパク質の輸送機構を明らか
にすることは、生理的条件下における中枢と末梢のコミュニケーション経路を解明する
だけでなく、末梢病態に起因する中枢障害の発症機構の解明にもつながる重要な課
題であると考えられる。しかし、過去の研究では、特に正常時の血中に豊富に存在し、
脳内の恒常性維持に関わるタンパク質の血液脳関門透過性の解析が盛んになされて
きた一方で、病態時に血中に放出または漏出するタンパク質に関する血液脳関門透
過性の解析は、炎症性サイトカインを除いて行われてこなかった現状がある。末梢臓
器障害時には、障害を受けた臓器から様々な分子が血中に漏出することが知られて
いるが、特にこれらの分子の漏出後の体内動態はほとんど明らかになっていない。そ
こで私は、こうした末梢病態時に血中に漏出するタンパク質の中には、血液脳関門に
存在する輸送機構を介して脳内に移行し、脳細胞に作用することで、中枢病態の発
症に関与する分子が存在するのではないかと仮説立てた。タンパク質の輸送機構の
研究は、それぞれの標的分子を放射性同位体標識し、血中から脳内への移行性を
個々の分子ごとに解析する古典的な手法がとられてきた過去があり、バイアスなく、網
羅的な解析はほとんどなされてこなかった現状がある。従ってこの手法開発の遅れが、
血液脳関門におけるタンパク質輸送機構の解明が遅れているひとつの原因であった
と考えられる。そこで本研究では、近年確立された網羅的定量プロテオミクス SWATH
法を本分野に応用することで新たなタンパク質の輸送機構の解明を目指した。本章で
はまず、SWATH 法を用いた末梢臓器由来タンパク質における in vivo 血液脳関門透
過性スクリーニング系を構築することで、血液脳関門透過性を有する候補分子の探索
を行った。その後、同定された候補分子に関し、血液脳関門の透過性や輸送機構に
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ついてバリデーション解析を行うことで、血液脳関門における末梢臓器由来タンパク質
の輸送機構を解明することを目指した。 
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第 2節 末梢臓器由来タンパク質の in vivo血液脳関門透過性スクリーニング 
 
3-2-1. 肝臓由来細胞質タンパク質を用いた in vivo血液脳関門透過性分子の探索 
前節に示した仮説を検証するため、末梢臓器由来タンパク質の in vivo における血
液脳関門透過性スクリーニングを構築した(Fig. 3-1)。肝臓は生体内の臓器の中で最も
タンパク質の産生能が高い臓器であり、transferrin(Morton & Tavill, 1977)や insulin-
like growth factor-1(Uchijima et al., 1995)、α-2-macroglobulin(Bernuau et al., 1989)な
ど複数の血液脳関門透過性タンパク質を合成することが報告されている。また、第1章
第 3 節 2 で述べたように、肝疾患時には、アスパラギン酸アミノ基転移酵(AST)やアラ
ニンアミノ基転移酵素(ALT)を代表として、様々なタンパク質が血中へ漏出することが
知られる。そこで、スクリーニング解析では、肝臓の細胞質タンパク質を解析対象とし
た。 
マウス肝臓から細胞質タンパク質を抽出し、ビオチン標識試薬を用いて、ビオチン
化反応を行った。ビオチン化肝臓細胞質タンパク質をマウス静脈内に投与し、投与後
1時間においてPBSを用いて心臓灌流を行い血液を除去した後に、大脳を摘出した。
肝臓細胞質投与マウス大脳およびコントロールとして非処理マウス大脳から細胞質タ
ンパク質を抽出し、アビジンビーズを用いて大脳細胞質内に移行したビオチン化タン
パク質を精製した。その後、アビジンビーズに結合したビオチン化タンパク質を溶出し、
trypsin により酵素消化した後、得られたペプチド産物を網羅的定量プロテオミクス
SWATH法で解析した。SWATH法により検出されたペプチドの中から、第 4章第 3節
3-2 に示したペプチド選択クライテリアをもとに定量性及び信頼性の高いペプチドを絞
り込み、絞り込まれたペプチドのピークエリアを肝臓細胞質タンパク質投与群及びコン
トロール群で比較した。最終的に、肝臓細胞質タンパク質投与群で 2倍以上の増加が
みられたペプチドの由来タンパク質を血液脳関門透過性候補分子として同定した。 
 
60 
 
 
Fig. 3-1 SWATH-MS-based in vivo screening of BBB-permeable proteins 
Biotin-labeled liver cytosolic proteins were intravenously administrated to mouse. The 
cerebrum was extracted from the mouse and cytosolic proteins were prepared. The 
biotin-labeled proteins transferred into mouse cerebrum cytosol were collected by 
avidin-beads and the elutions were digested by trypsin. The digestions were analyzed by 
SWATH-MS and the source proteins were identified as BBB-permeable protein 
candidates. 
 
本実験系を用いて肝臓細胞質タンパク質の in vivo スクリーニングを行った結果、
Table 3-1 に示す 9 分子が血液脳関門透過性分子として同定された。過去に血液脳
関門透過性が明らかにされている分子は、インスリンやレプチンなど脳実質細胞への
シグナル伝達に働く分子や、トランスフェリンやリポタンパク質など脳内への栄養物質
の供給のキャリアとして働く分子であるが、興味深いことに、本スクリーニングで同定さ
れた分子の大半はエネルギー代謝やアミノ酸合成などに関わる酵素であった。また、
同定された分子の中には、AST や CK など、様々な末梢臓器障害時に血中へと漏出
し、従来、末梢臓器障害の血中バイオマーカーとして利用されてきた分子が複数含ま
れていた。 
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本研究ではさらに、大脳細胞質タンパク質の in vivo透過性スクリーニングも行った。
大脳内には、血液脳関門を透過し、脳実質内へと移行したタンパク質が存在すると考
えられる。その結果 Table 3-1 に示すように、大脳細胞質タンパク質投与群では肝臓
投与群と共通する AST、CK-B、L-lactate dehydro-genase B chain、pyruvate kinase 
isoform M1の 4分子が同定された。 
 
Table 3-1. BBB-permeable protein candidates identified by in vivo screening 
Accession 
number 
Protein name 
Theoretical 
isoelectric point 
(pI)a 
Identified group 
(Liver or cerebrum 
administration) 
P05201 Aspartate aminotransferase, cytoplasmic 6.68 Liver, cerebrum 
Q04447 Creatine kinase B-type 5.40 Liver, cerebrum 
P16125 L-lactate dehydrogenase B chain 5.70 Liver, cerebrum 
P52480-2 Pyruvate kinase isoform M1 6.69 Liver, cerebrum 
Q99KI0 Aconitate hydratase mitochondrial 8.08 Liver 
P06745 Glucose-6-phosphate isomerase 8.14 Liver 
P15105 Glutamine synthetase 6.64 Liver 
P10649 Glutathione S-transferase Mu 1 7.72 Liver 
Q9QZZ4 Unconventional myosin-XV 9.26 Liver 
Mouse liver and cerebrum cytosol proteins were biotinylated with biotin-SS-sulfo Osu. 
Biotin-labeled liver or cerebrum cytosol proteins were intravenously administered to mice. 
Cerebrum cytosolic proteins were extracted at 1 hour, after PBS perfusion (20 mL) to 
wash out proteins in the vascular space. Non-treated normal mouse cerebrum cytosolic 
proteins were also extracted as a control. Biotin-labeled proteins were collected on 
streptavidin beads. The collected proteins were eluted from the beads and digested with 
Lys-C and trypsin. The peptide digests were measured by LC-MS/MS with SWATH-MS. 
Peak identification and calculation of the peak areas of the product ions of identified 
peptides were done by PeakView software. Among the detected peptides, reliable 
peptides were extracted based on the peptide selection criteria as described in materials 
and methods. The peak area ratios of product ions of identified peptides were calculated 
between biotin-labeled liver or cerebrum cytosol protein-administered mice and the 
control. The source proteins of peptides showing at least 2-fold increase in the 
administered mice are listed in Table 1. Details of SWATH-MS-detected peptides are 
listed in Supplemental Tables S3-1 and S3-2. a Theoretical isoelectric points of the 
identified proteins were calculated from their amino acid sequences by using ExPASY 
(Gasteiger, E. et al, The Proteomics Protocols Handbook (ed. Walker, J.M.) 571–607 
(Humana Press, Totowa, New Jersey, USA, 2005)) 
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3-2-2. In vivoスクリーニングにおけるマウスへの肝臓細胞質タンパク質の静脈内投与
の血液脳関門密着結合に対する影響の検討 
In vivo スクリーニングでは、160 mg/kg という大容量のビオチン化肝臓細胞質タンパ
ク質をマウスへと投与している。こうした大容量のタンパク質投与が血液脳関門の密着
結合構造の破綻を誘導する場合、血中に投与したビオチン化タンパク質が非選択的
に脳内へと移行する可能性が考えられる。そこで、肝臓細胞質タンパク質の静脈内投
与が血液脳関門の密着結合性に与える影響を検討するため、ビオチン化肝臓細胞質
タンパク質(320 mg/kg)をマウスに投与し、トリパンブルー溶液を用いて心臓灌流を行
った。その結果、生理食塩水投与のコントロール群と肝臓細胞質タンパク質投与群の
両群で、脳実質の青色染色像に顕著な差は検出されなかった(Fig. 3-2)。従って、マウ
スへの肝臓細胞質タンパク質投与は、血液脳関門における明らかな密着結合構造の
破綻は引き起こさないと考えられる。 
 
Fig. 3-2 BBB integrity in mice treated with biotinylated liver cytosol proteins  
Biotinylated liver cytosolic proteins (320 mg/kg) or saline were intravenously 
administered to mice. The mice were transcardially perfused with 100 mL of 0.5% trypan 
blue in PBS containing 2.5 U/mL heparin at 2 hours after the administration (Reynolds & 
Morton, 1998), and the cerebrums were extracted and fixed in 4% PFA/PB. Sections (50 
μm in thickness) were prepared with a cryostat (Leica, CM1900) and photographed 
through a microscope (Olympus, IX71). Scale bar = 100 μm. 
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第 3節 Creatine kinase リコンビナントタンパク質の合成と in vitro血液脳関
門透過性の解析 
 
In vivo スクリーニングで同定された候補分子の血液脳関門透過性のバリデーション
解析では creatine kinase 以下 CK を対象とした。CK はクレアチンを介した ATP の貯
蔵や合成を媒介する酵素であり、特に脳や筋肉などエネルギーを大量に消費する臓
器に豊富に存在する。生体内には、細胞質型の CK として筋肉タイプ(CK-M, CK-
Muscle type)および脳タイプ(CK-B, CK-Brain type)、またミトコンドリア型の CK として
CK-U type(CK-Ubiquitous type)および CK-S type(CK-Sarcomeric type)が存在してお
り、これらの分子はいずれも異なる遺伝子上にコードされている。生理的条件下で細
胞質型の CKは二量体を形成しており、生体内にはホモ二量体の CK-BBおよび CK-
MM、ヘテロ二量体の CK-MBの三種が存在する(Wallimann et al., 1992)。細胞質型
の CK は、臓器障害の血中バイオマーカーとして広く知られており、横紋筋融解症等
の筋疾患(Efstratiadis et al., 2007)や心筋梗塞等の心疾患(Chiu et al., 1999)、腸閉塞
等の腸疾患(Fried et al., 1991)など、様々な疾患時に障害臓器から血中へと漏出する
ことが知られる。従って、CK の輸送機構が血液脳関門に存在すると仮定すると、CK
は多様な臓器障害時に血中から血液脳関門を介して脳内へと移行し、脳機能へ何ら
かの作用を示す可能性が示唆される。そこで CK に着目し、血液脳関門透過性のバリ
デーション解析を行うことした。本研究ではまず、ホモダイマー型のマウス CK-BB およ
び CK-MM のリコンビナントタンパク質を合成し、transwell 上に作成した in vitro 血液
脳関門の透過実験を行った。 
 
3-3-1. Creatine kinase リコンビナントタンパク質合成用 plasmidの構築 
 マウス脳および筋肉から total RNA を回収し、cDNA を逆転写反応により合成した。
マウス脳および筋肉由来の cDNAからそれぞれ、CK-Bおよび CK-M遺伝子を、5’末
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端側に BamHI切断サイトを付加した primerおよび 3’末端側に EcoRI切断サイトを付
加した primer を用いて PCR法で増幅し(Fig. 3-3)、pET-17b vector上に組み込むこと
でリコンビナントタンパク質合成用 plasmid vectorを作成した(Fig. 3-4)。 
 
Fig. 3-3 Amplification of mouse creatine kinase B and M genes from cDNA 
libraries of mouse brain and muscle 
Creatien kinase B (1143 bp) and M (1143 bp) genes were amplified from cDNAs 
libraries of mouse brain and muscle by PCR with their specific primers, respectively. 
 
Fig. 3-4 Construction of pET-17b-CK-B and CK-M plasmid 
Amplified genes of creatine kinase B and M were digested with BamHI and EcoRI. The 
digestions were ligated with pET-17b plasmid. The plasmids were transfected into 
DH5α E. coli and transfectred E.coli was selected with ampicillin. The ligated plasmids 
were amplified by PCR using T7-promorter and terminator. Target gene length: CK-B 
(1541 bp), CK-M (1541 bp) 
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なお、pET-17b vector上の insert部位の、N末端側および C末端側にはタンパク質定
量用の Reference peptide^VI (Reference^VI, アミノ酸配列 : VIAPVLGR)および
Reference peptide^LF (Reference^LF, アミノ 酸配列: LFGPSIPLAR)が組み込まれて
おり、また、その外側にはタンパク質のアフィニティー精製用タグとして N 末端側に
Strep tag (アミノ酸配列:WSHPQFEK)、C末端側に HAT tag (アミノ酸配列: KDHLIH-
NVHKEEHAHAHNK)の構造を組み込んである(Fig. 3-4)。 
 
 
Fig. 3-4 Structure of pET-17b-CK-B or CK-M plasmid vector 
 
3-3-2. 大腸菌を用いた Creatine kinase リコンビナントタンパク質の合成 
 pET-17b-CK-B 及び CK-M plasmid vector を大腸菌株 BL21-C+に transfection し、
IPTG 誘導条件化で LB broth 培地で incubation することでタンパク質合成を行った。
培養後の大腸菌を遠心処理で回収し、可溶化剤(8 M urea, 100 mM Na2HPO4, 10 mM 
Tris-HCl, pH 8.0)中で破砕することでタンパク質抽出を行った。抽出物は遠心によって
可溶性画分と不溶性画分に分離し、SDS-PAGEでタンパク質発現の解析を行った。 
 
Reference
^VI
Reference
^LF
Strep tag HAT tag
pET17b
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Fig. 3-5 Synthesis of mouse creatine kinase B-type (a) and M-type (b) recombinant 
proteins  
BL21-CodonPlus(DE3)-RIPL E. coli were transfected with pET-17b-CK B-type or -CK 
M-type, and cultured under IPTG induction (30°C, 3 h). Synthesized proteins were 
solubilized in 8 M urea, 100 mM Na2HPO4, 10 mM Tris-HCl, pH 8.0. The solubilized 
proteins were centrifuged at 15,000 g, 4°C, 10 min and the supernatant and pellet were 
collected as soluble fraction (S) and insoluble fraction (I), respectively. Protein synthesis 
was confirmed by SDS-PAGE, followed by staining with Coomassie Brilliant Blue. 
Theoretically, CK B-type (a) and CK M-type (b) should be detected at 49.8 and 50.1 kDa, 
respectively. 
 
 Fig. 3-5 に示すように、IPTG 処理条件下の可溶性画分において CK B-type および
M-typeの理論的な分子量位置にバンドが検出され、タンパク質合成が確認できた。そ
こで次に、可溶性画分を HisPur Cobalt Spin Columnsに load し、C末端側に付与した
HAT tag を用いて 6 M urea 条件下でアフィニティー精製を行った。高濃度の urea 共
存化では CKはモノマー体として存在すると考えられる。そこで、精製後の CKの可溶
化剤濃度を希釈することで refolding処理を行い、ダイマー体としてCK-BBおよびCK-
MM の形成を行った。CK-BB および CK-MM は Strep Tactin Sepharose Column に
load し、N末端側に付加した Strep tagを用いて精製した。 
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3-3-3. 円偏光二色性スペクトル測定を用いた Creatine kinase リコンビナントタンパク質
の２次構造解析 
マウスの CK-M はウサギの CK-M とアミノ酸配列相同性が 98%一致することが知ら
れている。そこで、大腸菌で合成したマウスの CK-M が、native 型の CK-M と同様の
二次構造を有することを確かめるため、マウス CK-MM リコンビナントタンパク質とウサ
ギ筋肉から抽出した native 型の CK-MM の二次構造を円偏光二色性スペクトル測定
により比較した。Fig. 3-6 に示すように、α ヘリックス由来のピーク(209 および 222 nm)
および β シート由来のピーク(218 nm)が双方で近似した波形で観察された。従って、
大腸菌により合成したリコンビナントタンパク質のうち少なくともマウス CK-MM に関し
ては native型の CK-MMに類似した二次構造であることが確認できた。 
 
Fig. 3-6 CD spectrum analysis of rabbit CK-MM and recombinant mouse CK-MM 
1.8 uM rabbit-CK-MM and E.coli synthesized mouse CK-MM were dialyzed with PBS 
and their secondary structures were analyzed by CD spectrometer (Jasco, J-820).  
 
3-3-4. Creatine kinase リコンビナントタンパク質の in vitro血液脳関門透過性の解析 
大腸菌を用いて合成した CK-BBおよび CK-MM リコンビナントタンパク質を用いて、
ヒト血液脳関門モデル細胞株 hCMEC/D3 細胞を transwell 上に 7 日間培養し形成し
た in vitro 血液脳関門の透過実験を行った。hCMEC/D3 細胞は、小分子の輸送機構
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だけでなく、インスリン受容体やトランスフェリン受容体などタンパク質の輸送機構を有
しており、タンパク質発現プロファイルがヒト単離脳毛細血管と類似することが報告され
ている(Ohtsuki et al., 2013)。さらに、hCMEC/D3細胞はヒト初代培養脳毛細血管内皮
細胞と類似した関門構造を in vitroで形成し、タンパク質輸送受容体の一つである low 
density lipoprotein receptor-related protein 1(LRP-1)を介した angiopep-2の輸送におい
て、同等の輸送活性を示すことが報告されている(Cho et al., 2017)。以上の理由から本
研究では hCMEC/D3 細胞を in vitro の血液脳関門における CK 輸送機構の解析に
用いた。Fig. 3-7aには、CK-BBおよび CK-MMの apical側(血液側)から transwell上
の hCMEC/D3 細胞内への内在化活性(influx rate)を、Fig. 3-7b には、apical 側から
basolateral 側(脳実質側)への透過活性(transflux rate)をそれぞれ示している。その結
果、CK-BBおよび CK-MM の apical 側から hCMEC/D3 細胞内への内在化活性は、
双方とも 4℃に比較して、37℃で有意に増加することが示された(Fig. 3-7a)。興味深い
ことに、37℃における CK-MMの内在化活性は、CK-BBに比較して 10倍以上高いこ
とが示された。Apical 側から basolateral 側への透過活性は、CK-BB および CK-MM
の双方で、有意ではないものの 4℃に比較して、37℃で増加傾向にあった(Fig. 3-7b)。
従って、これらの結果から、血液脳関門には血液側から血管内皮細胞内への CK の
内在化機構および脳実質側への輸送機構が存在することが示唆された。また、興味
深いことに、本輸送機構は CK-BB よりも CK-MM に高親和性を有する輸送機構であ
る可能性が示唆された。 
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Fig. 3-7 Transwell assay of mouse recombinant CK-BB and CK-MM 
hCMEC/D3 cells cultured on transwells were exposed to E. coli-synthesized recombinant 
mouse creatine kinase B (CK-BB) and M (CK-MM) for 3 h at 37°C (■) or 4°C (□). The 
influx rate from the apical side into hCMEC/D3 cells (a), and the transflux rate from the 
apical to basolateral side (b) are shown as mean ± SEM (n=3). The transflux rates of CK-
BB and CK-MM (b) were converted into the following values of apparent permeability 
coefficient (Papp): 2.50±0.46 (×10-7 cm/s) and 3.28±0.85 (×10-7 cm/s) at 37ºC, and 
1.58±0.16 (×10-7 cm/s) and 1.59±0.21 (×10-7 cm/s) at 4ºC, respectively. * (p<0.05) and * 
* (p<0.01) indicate significant differences between two groups. N.S. indicates no 
significant difference between two groups (p>0.05) 
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第 4節 Creatine kinase の in vivo血液脳関門透過性の解析 
 
 前節の in vitro 血液脳関門の透過実験から、血液脳関門には CK の輸送機構が存
在することが示唆された。しかし、脳毛細血管内皮細胞の単層培養により作成した in 
vitro 血液脳関門は、nurovascular unit を形成する他の脳実質内細胞(e.g. アストロサ
イト、ペリサイト)の影響を考慮できていない点や、内皮細胞間密着結合の強固さの指
標である電気抵抗値(transendothelial electrical resistance, TEER)が in vivoの血液脳
関門(約 1000~1500 Ωcm2) (Butt et al., 1990)に比較して極めて低い(約 40 Ωcm2)点
(Hatherell et al., 2011)など、生理的条件の血液脳関門とは大きく特性が異なる点が課
題として挙げられる。そこで次に、CK の血液脳関門透過性の in vivo におけるバリデ
ーション解析を行った。 
 本研究では、前節の解析で血液脳関門における輸送活性がより高かった CK-MM
に着目し、マウスにおける血液から脳方向への CK-MM の透過性を解析した。In vivo
の解析では、内因性の CK とマウスへ投与した CK を区別して解析する必要がある。
そこで本研究では、マウスの CK-M とアミノ酸配列が 98%一致するウサギの CK-M を
用いて、マウス体内でウサギにのみ特異的なペプチド配列(16-SEEEYPDLSK-25)を
LC-MS/MSを用いて測定することで、内因性の CK-Mと投与した CK-Mを区別した解
析を可能にした。 
 
3-4-1. マウスにおけるウサギ CK-MMの血液から大脳細胞質内への移行性の解析 
 マウス静脈内にウサギ筋肉由来の CK-MM を投与し、12 時間後に PBS を用いて心
臓灌流を行い脳血管内の血液を除去した後、大脳を摘出し、細胞質タンパク質の酵
素消化物におけるウサギ CK-Mに特異的なペプチドの解析を行った。Fig. 3-8に示す
ように、ウサギ CK-MM の投与群でのみウサギに特異的なペプチド由来のピークが脳
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細胞質タンパク質において検出されたことから、ウサギ CK-MM が血中から大脳細胞
質内へと移行していることが示唆された。 
 
Fig. 3-8 Rabbit CK-MM penetrated into mouse cerebrum cytosol from the 
circulating blood 
(a)Rabbit CK-MM or (b) PBS was intravenously administered to mice. The cerebrums 
were extracted at 12 h after PBS perfusion (20 mL) and cytosol fractions were prepared. 
The proteins were digested with Lys-C and trypsin. The specific target peptide for rabbit 
CK-MM was separated by isoelectric focusing and measured by LC-MS/MS in the 
SRM/MRM mode. (Q1/Q3 : 598.8/559.3) 
 
3-4-2. Integration plot法を用いたウサギ CK-MMの脳移行性の解析 
対象物質の血中濃度に対する脳組織内濃度の経時的な変化を解析することで、血
液から脳組織への移行速度を解析可能な integration plot法を用いて、ウサギCK-MM
の脳移行性を速度論的に解析した。まず、ウサギ CK-MM の血中濃度推移を解析す
るため、マウス静脈内にウサギCK-MMを投与し、経時的に血漿を採取した。採取した
血漿タンパク質を trypsinによりペプチド消化物としたのち、消化物中のウサギCK-MM
に特異的なペプチドをQTAP法で定量解析することで血中濃度を算出した。その結果、
ウサギ CK-MMは Fig. 3-9に示す血中濃度推移を示し、Table 3-2に示す体内動態パ
ラメーターが算出された。 
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Fig. 3-9 Plasma concentration-time profile of rabbit CK-MM after intravenous 
administration to mice 
Rabbit CK-MM (589 nmol/kg) was intravenously administered to mice, and plasma was 
prepared at 1, 2.5, 5, 10, 15, 30, 60, 180, 360 and 720 min. The plasma was digested with 
Lys-C and trypsin, and the target peptide of rabbit CK-MM in the digest was measured 
by LC-MS/MS to determine the concentration. Rabbit CK-MM concentration in each 
time point were indicated as open circle. The plasma concentration profile was fitted with 
a two-compartment model by MULTI  (Yamaoka et al., 1981) and the kinetic parameters 
were calculated (as shown inTable 3-2). The trendline was drawn by using the calculated 
pharmacokinetic parameters. Serum was collected from 15 mice.  
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Table 3-2. Compartmental pharmacokinetic parameters of rabbit CK-MM 
intravenously administered to mice 
CLtot 0.162 (mL/min/kg) 
A 14.4 (μmol/L) 
α 0.00428 (min-1) 
B 7.45 (μmol/L) 
β 0.0268 (min-1) 
kel 0.00600 (min-1) 
k12 0.00596 (min-1) 
k21 0.0191 (min-1) 
AUC0→∞ 3642 (min・μmol/L) 
V1 26.9 (mL/kg) 
V2 8.39 (mL/kg) 
Vss 35.3 (mL/kg) 
Rabbit CK-MM (589 nmol/kg) was intravenously administered to mice, and the plasma 
was prepared at 1, 2.5, 5, 10, 15, 30, 60, 180, 360 and 720 min. The concentration was 
determined by LC-MS/MS in the SRM/MRM mode. The plasma concentration profile 
(as shown in Fig. 3-9) was fitted with a two-compartment model by MULTI and the 
kinetic parameters were calculated. 
 
次に、マウスにウサギ CK-MM 投与後、30、60、180、360 分の時点で大脳を摘出し、
大脳の whole tissue lysate画分、および、大脳を capillary depletion法(Triguero et al., 
1990)を用いて分画した大脳実質画分と大脳血管画分を調製した。各画分の酵素消
化物におけるウサギ CK-MM 特異的ペプチドを QTAP 法で定量解析し、ウサギ CK-
MM 濃度を算出した。得られた血中濃度に対する脳内濃度を投与後の時間に対して
プロットし、透過速度または蓄積速度を示す傾きを算出した(Fig. 3-10)。その結果、血
液から大脳画分または大脳実質画分への移行速度はそれぞれ 8.66±0.33 (×10-3 
μL/min/g brain)、4.15±0.95 (×10-3 μL/min/g brain)と算出され、両画分への移行速度は
約2倍の差で近似した。一方で、血液から大脳血管画分への蓄積速度は0.403±0.042 
(×10-3 μL/min/g brain)と算出され、血液から大脳血管画分および血液から大脳実質画
分への移行速度の 1/10 以下であることが示された。従ってこれらの結果から、ウサギ
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CK-MMは血液から血液脳関門を介して脳実質内へと移行していることが示された。 
 
 
Fig. 3-10 Integration plot analysis of influx rates of CK-MM from blood to whole 
cerebrum and from blood to cerebral parenchyma, and accumulation rate from 
blood into cerebral capillaries in mice  
Rabbit CK-MM (589 nmol/kg) was intravenously administered to mice. Apparent Kp 
values of cerebrum whole-tissue lysates (●), cerebral parenchymal fractions (○), and 
cerebral capillary fractions (◇) were measured at 30, 60, 180 and 360 min after 
intravenous administration of rabbit CK-MM. The apparent distribution volume (Kp) was 
calculated as the concentration ratio of cerebrum whole-tissue lysate, cerebral 
parenchymal fraction and cerebral capillary fraction to plasma. Normalized time on the 
horizontal axis was calculated as the area under the plasma concentration-time curve 
divided by the plasma concentration. 
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第 5節 血液脳関門における creatine kinase 輸送機構の特性解析 
 
 前節までの結果から、血液脳関門における CK-MM の輸送機構の存在が示唆され
ている。そこで、本節では hCMEC/D3細胞における uptake実験を行い血液脳関門に
おける CK-MM輸送機構の特性の解明を目指した。 
 
3-5-1. 免疫染色法を用いた hCMEC/D3細胞におけるウサギ CK-MMの温度依存的
内在化の解析 
 第 1章第 3節で述べたように、血液脳関門におけるタンパク質の輸送機構では、ま
ず、基質タンパク質は血液脳関門に発現する受容体に結合したのち、エンドサイトー
シスを介して細胞内に内在化する(Fig. 1-4)。そこで、血液脳関門における内在化を可
視的に評価するため、ウサギ CK-MMを hCMEC/D3細胞に暴露し、細胞内への内
在化を免疫蛍光染色によって解析した。その結果、37℃で暴露した条件では、
hCMEC/D3細胞においてウサギ CK-MM由来の蛍光(Fig. 3-11a)が観察された。一
方で、4℃ではその蛍光が消失し(Fig. 3-11b)、また非処理群の hCMEC/D3細胞で
は、蛍光は検出されなかった(Fig. 3-11c)。従って、hCMEC/D3細胞にはエネルギー
依存的な CK-MMの内在化機構が存在する可能性が示唆された。 
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Fig. 3-11 Temperature-dependent internalization of rabbit CK-MM in hCMEC/D3 
cells 
hCMEC/D3 cells were incubated with 7.65 μM rabbit CK-MM for 3 hours at (a) 37°C 
or (b) 4°C. (c) Untreated hCMEC/D3 cells cultured at 37°C were used as the control.  
Rabbit CK-MM was removed, and the cells were incubated overnight with anti-CK-MM 
and stained with Alexa546-cojugated secondary antibodies (Red). Nuclei were stained 
with DAPI (blue). Scale bar = 20 μm 
 
3-5-2. hCMEC/D3細胞におけるウサギ CK-MMの濃度依存的内在化活性の解析 
次に、hCMEC/D3 細胞に対し、段階的に増加させた濃度条件でウサギ CK-MM を
暴露したところ、濃度依存的な細胞内への内在化が観察され、その内在化活性の増
加は 4℃に比較して、37℃で顕著に高かった(Fig. 3-12)。また、37℃での内在化活性
は、少なくとも 62.3 μM まで飽和性を示さないことが明らかとなった。 
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Fig. 3-12 Temperature and concentration dependence of the uptake of rabbit CK-
MM by hCMEC/D3 cells. 
hCMEC/D3 cells were exposed to rabbit CK-MM at various concentrations at 37℃  (●) 
or 4℃ (○) for 3 hours. The influx rate was calculated from the uptake amount and 
exposure time (mean ± SEM, n=3). 
 
3-5-3. hCMEC/D3細胞におけるウサギ CK-MM、ヒトホロトランスフェリン、ウシ血清ア
ルブミンの内在化活性の解析 
ウサギ CK-MM と、受容体介在型輸送機構によって血液脳関門に内在化するヒト
holo-transferrin(hTf)、および血液脳関門非透過性または非選択な輸送機構で非常に
遅い速度で血液脳関門を透過すると考えられている bovine serum albumin(BSA)の
mixtureを作成し、hCMEC/D3細胞に暴露後の各タンパク質の内在化活性を解析した。
Fig 3-13に示すように、CK-MMおよび hTfは、4℃での内在化活性が 37℃に比較し、
それぞれ 67.6%, 59.7%有意に抑制された。一方で、BSAの内在化活性は 37℃と 4℃
の二条件で変動がなかった。従って、ウサギ CK-MM は受容体介在型輸送機構によ
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って血液脳関門に内在化する hTf と、同様のエネルギー依存的な機構で hCMEC/D3
細胞内に内在化していることが示唆された。 
 
 
Fig. 3-13 Comparative uptake study of rabbit CK-MM, hTf and BSA in hCMEC/D3 
cells 
hCMEC/D3 cells were exposed to a mixture of rabbit CK-MM, human holo-transferrin 
(hTf) and bovine serum albumin (BSA) for 3 hours at 37°C (■) or 4°C (□), and the cell-
to-medium ratio (C/M ratio) was calculated from the uptake amount and medium 
concentration (mean ± SEM, n=5). * (p<0.01) indicate a significant difference between 
two groups. N.S. indicates no significant difference between two groups (p>0.05) 
 
3-5-4. エンドサイトーシス阻害剤共存条件での hCMEC/D3細胞におけるウサギ CK-
MMの内在化活性の解析 
血液脳関門における CK の細胞内への内在化が、既知のタンパク質輸送機構と同
様にエンドサイトーシスを介することを明らかにするため、各種エンドサイトーシス阻害
剤共存化における hCMEC/D3細胞における CK-MMの内在化活性を解析した。 
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Fig. 3-14 The effect of endocytosis inhibitors on rabbit CK-MM uptake in 
hCMEC/D3 cells.  
hCMEC/D3 cells were pre-incubated with 5 µg/mL chlorpromazine (CPZ) for 30 min, 5 
mM methyl-β-cyclodextrin (MβCD) for 1 h or 100 µM 5-(N-ethyl-N-isopropyl) 
amiloride (EIPA) for 30 min at 37°C. The pre-incubation medium was removed, and the 
cells were exposed to rabbit CK-MM for 1 hour at 37°C in the present of CPZ or EIPA, 
or in the absence of MβCD. Cell-to-medium ratio (C/M ratio) values were calculated from 
the uptake amount and medium concentration, and shown as mean ± SEM (% of control, 
n=3). * (p<0.05) and * * (p<0.01) indicate a significant difference between two groups. 
N.S. indicates no significant difference between two groups (p>0.05) 
 
その結果、Fig. 3-14 に示すように、clathrin 依存性 (chlorpromazine, CPZ)および
caveola 依存性(methyl-β-cyclodextrin, MβCD)エンドサイトーシス阻害剤共存化では
hCMEC/D3細胞におけるウサギ CK-MMの内在化はそれぞれ、59.0%, 54.5%有意に
阻害された。一方で、基質非選択的なエンドサイトーシス機構であるマクロピノサイトー
シスの阻害剤(5-(N-ethyl-N-isopropyl)amiloride, EIPA)共存化では、内在化活性に変
動はなかった。トランスフェリン受容体やインスリン受容体、LRP1を介したタンパク質の
内在化は主に clathrin 依存性エンドサイトーシス機構を介するとされている(Preston et 
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al., 2014)。一方で、葉酸やコレラ毒素、破傷風毒素、アルカリフォスファターゼの受容
体を介した内在化は caveola 依存性エンドサイトーシスを介することが知られている
(Preston et al., 2014)。本結果から hCMEC/D3細胞における CK-MMの内在化は、既
知のタンパク質輸送機構と同様に、受容体を介した輸送機構であることが示唆された。
また、その輸送機構には、複数の受容体が関与する可能性が示唆された。 
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第 6節 血液脳関門における creatine kinase 輸送担体の探索 
 
血液脳関門における CK の輸送担体を同定することは、CK の輸送機構の生理的
な意義を明らかにするだけでなく、CK の輸送機構を標的とした脳内への高分子の
drug delivery system を構築するうえでも重要な課題である。 
 本章第 2節 1でも述べた通り、既知の血液脳関門におけるタンパク質の輸送機構は、
インスリン受容体やトランスフェリン受容体など、シグナル分子や栄養供給のキャリア分
子を脳内へと輸送する機構が主である。一方で、CKは酵素であり、これまで血液脳関
門介した酵素の脳内への移行は報告されていない。既知のタンパク質輸送機構の中
で、LRP-1 は構造内に様々な基質を認識する結合サイトを有する分子として知られ、ト
ロンビンやリポタンパク質リパーゼ、マトリックスメタロプロテアーゼ 9 など様々な酵素を
結合することが知られている(Lillis et al., 2008)。そこで私は、CK は LRP-1 の基質の
一つとして、血液脳関門を輸送されているのではないかと考えた。 
LRP-1 が CK の細胞内への内在化に関与するかを検討するため、LRP-1 を介した
細胞内内在化活性の機能解析に汎用されるマウス胚性線維芽細胞(mouse embryonic 
fibroblast-1, MEF-1)及びその LRP-1欠損株である PEA13細胞(Yamada et al., 2008)
におけるウサギ CK-MM の内在化活性の比較解析を行った。その結果、Fig. 3-15 に
示すように、PEA13細胞では MEF-1細胞に比較して、ウサギ CK-MM の内在化活性
が 49.1%有意に低いことが明らかとなった。従って本結果から、血液脳関門におけるウ
サギ CK-MMの輸送機構の一部に LRP-1が関与することが示唆された。 
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Fig. 3-15  Rabbit CK-MM uptake is diminished in LRP-1-deficient fibroblasts 
Rabbit CK-MM uptake by MEF-1 and PEA13 cells. MEF-1 and PEA13 cells were 
exposed to rabbit CK-MM for 1 hour at 37°C. The uptake values are shown as cell-to-
medium ratio (mean±SEM, n=3). * (p<0.05) indicates a significant difference between 
two groups. 
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第 7節 考察 
 
 末梢障害臓器から血中へと漏出するタンパク質は、従来、障害臓器を同定するバイ
オマーカーとしてのみ認識されており、漏出後の生理機能や体内動態に関しては、こ
れまでほとんど明らかにされていない。本研究では、様々な末梢臓器の障害時に、血
中へ漏出することが知られる代表的なタンパク質の一つである creatine kinase (CK)が、
in vivo の血液脳関門を透過すること、および in vitroの血液脳関門に CKのエネ
ルギー依存的な輸送機構が存在することを初めて明らかにした。 
 
CKの生理的役割と血液脳関門を介した脳内輸送の意義に関する考察 
 ATP は「エネルギー伝達物質」として重要な役割を果たしているが、わずか数秒間
のエネルギー消費を賄う少量が細胞内に存在しているに過ぎない。他の臓器に比べ
て、脳と筋肉は膨大なエネルギーを消費する臓器であるため、安定的でより強力な供
給システムを備える必要がある。クレアチンリン酸は細胞内でADPからATP の産生に
用いられる「エネルギー蓄積物質」として重要な役割を果たしており、脳と筋肉のクレア
チンは血液の約 100 倍も高濃度であることが知られている。CK はこのクレアチンリン
酸と ADP から ATP を産生する反応、または、クレアチンと ATP からクレアチンリン酸と
ADP を産生する反応を可逆的に媒介する酵素であり、細胞内のエネルギー産生や貯
蔵に重要な役割を果たす。生体内では細胞質型の CK は二量体として存在し、CK-
BBは脳に豊富に存在し、CK-MMは骨格筋、CK-MBは心筋に存在することが知られ
る(Wallimann et al., 1992)。脳や筋肉に比較すると微量ではあるが、マウスの肝臓
(Shatton et al., 1979)では CK-BBおよび CK-MMが、ヒト(Joseph et al., 1997)やラット
(Shatton et al., 1979)の肝臓では CK-BBのみが発現することが報告されている。 
CK-BB は通常、血中にはほとんど存在しない。一方で、肝性脳症の患者では、血
中濃度の増加が生じることが報告されている(Lemberg et al., 1981)。しかし、本報告で
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は、血中の CK-BB は障害を受けた脳から漏出したものである可能性を示唆しており、
実際に障害を受けた肝臓から CK-BB が血中へ漏出するか否かは明らかではない。
CK-MM は、正常血中では 40 ng/mL 程度の低い濃度で存在することが知られるが、
Duchenne 型筋ジストロフィー (Duchenne muscular dystrophy, DMD)などの筋疾患患
者では、障害を受けた筋組織から漏出し、100 倍以上の血中濃度の上昇が生じること
が報告されている(Moat et al., 2017)。こうした知見から、血液脳関門における CKの輸
送機構は、特に病態時の障害臓器と中枢間の相互作用に関わることが示唆される。
DMD は、筋障害を主訴とする一方で、脳内において認知機能障害を主な合併症とし
て発症する疾患である(Tracey et al., 1995; Cyrulnik & Hinton, 2008)。興味深いことに、
ヒト DMD患者では脳内におけるエネルギー代謝産物(ATPや無機リン酸)の異常が脳
機能障害に関わるとされている(Tracey et al., 1995)。また、DMDのモデルマウスでは、
脳内の creatine 総量が有意に減少するが、脳内のリン酸クレアチン量は変動しないと
いう結果が報告されており(Tracey et al., 1996)、DMD の脳内においてクレアチン/リン
酸クレアチンバランスの異常が生じていることが示唆される。これらの知見から、DMD
患者では、障害を受けた筋組織から血中に漏出した CK-MM が、血液脳関門におけ
る輸送機構で脳内に輸送され、それが脳内のクレアチン/リン酸クレアチンバランスに
異常を与え、脳機能障害の発症や進行に関与している可能性が示唆される。 
一方、他の報告において、ピロカルピン投与により作成したてんかんラットでは、急
性期に脳内の CK-BB 発現量が 30%低下するが、本ラットに細胞膜透過性ペプチド
(TAT)を連結したCK-BBを腹腔内投与で処置することで、脳内へとCK-BBを補充し、
急性てんかん発作の感受性を改善できることが示されている(Kim et al., 2010)。本知
見は、血液脳関門における CK-BB の脳内への輸送が、脳内の CK の機能異常を改
善し、病態進行を抑制する方向に働くことを示唆している。 
血中から脳内に輸送された CK が、脳障害の促進または抑制のいずれに働くかは
明らかではないが、上記した複数の知見は、血液脳関門における CKの輸送機構が、
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病態時における脳機能の変動に関与する可能性を示唆している。CK は横紋筋融解
症(Efstratiadis et al., 2007)や過度の運動(Nathwani et al., 2005)、腸梗塞(Fried et al., 
1991)、急性心筋梗塞(Chiu et al., 1999)など様々な疾患で、障害臓器から血中へ漏出
することが知られている。従って、血液脳関門における CKの輸送機構を明らかにする
ことは、様々な病態時の中枢と末梢の相互作用を明らかにすることに繋がると考えられ
る。今後、CKの輸送分子を knockout した動物モデルなどを用いて解析を行うことで、
血液脳関門における CK の輸送機構の病態生理学的な役割が明らかになると考えら
れる。 
本研究のスクリーニングでは、他に 8 つの血液脳関門透過性を有する候補分子を
同定している。これらの中でも、例えば、glutamine synthetaseは肝癌(Long et al., 2011)
で 、 glutathione S-transferase は 急 性 肝 炎 (Adachi et al., 1980) で 、 asparate 
aminotransferase(AST)は肝障害(Johnson et al., 1995)をはじめとし溶血(Sonntag, 1986)
や過度の運動(Nathwani et al., 2005)、多発性筋炎(Nathwani et al., 2005)、急性心筋
梗塞(Panteghini et al., 1987)など多様な末梢疾患で、血中濃度の上昇が報告されてい
る分子である。従って、今後、これら分子の血液脳関門透過性およびその輸送機構を
解明し、病態生理学的な意義を明らかにすることで、多様な末梢疾患時に生じる中枢
病態の発症機構の解明につながると考えられる。 
 
SWATH 法の解析原理に基づく in vivo 血液脳関門透過性スクリーニングで同定され
た分子に関する考察 
 本研究の transwellを用いた in vitro血液脳関門の透過実験では、血液脳関門にお
ける CK の輸送機構は、CK-BB に比較して CK-MM により親和性の高い機構である
ことが示唆されている(Fig. 3-1)。先に述べたように、マウスの肝臓では、CK アイソザイ
ムとしてCK-BBおよびCK-MMの双方が発現することが報告されている(Shatton et al., 
1979)。しかし、本研究の肝臓細胞質タンパク質を用いたスクリーニング解析では、 
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CK-B が血液脳関門透過性候補分子として検出された一方で、CK-M は検出されな
かった(Table 3-1)。第 1章第 3節 3に述べたように、SWATH法では、従来のプロテオ
ミクスであるショットガン法とは異なり、データ非依存的な測定が行われる。そのため、
SWATH法により習得したサンプルの測定データのみでは、検出されたペプチドやタン
パク質の同定を行うことができない。そこで、SWATH 法により習得したデータの解析で
は、測定データを、別途作成したペプチドのスペクトルライブラリーに照合することで、
ペプチドやタンパク質の同定を行う(Gillet et al., 2012)。従って SWATH法により同定さ
れるペプチドやタンパク質は、その分子の情報が、用いたスペクトルライブラリーに含
まれているか否かに依存する。SWATH 法の解析で用いるペプチドのスペクトルライブ
ラリーは、様々なサンプルをショットガン法(data dependent acquisition)によって測定を
行い、そこで得られたペプチドのプリカーサーイオン質量、フラグメントイオン質量、フ
ラグメントイオン強度およびリテンションタイムなどの情報を蓄積することによって構築
する。本研究で使用したスペクトルライブラリーには、CK-B を豊富に発現する脳の測
定データは組み込まれているが、一方で、筋肉などの CK-M を豊富に発現する臓器
の測定データは組み込まれていなかった。従って、SWATH 法の測定データ上では
CK-M が検出されている可能性が考えられるが、スペクトルライブラリー自体に CK-M
のペプチド配列が存在しないことが、本研究でCK-Mが血液脳関門透過性分子として
検出されなかった理由の一つであると考えられる。また、本研究で同定された、l-
lactate dehydrogenase に関しても、マウスの脳や肝臓では、l-lactate dehydrogenase A 
chain及び B chainの双方の発現が検出されるが(Ross et al., 2010)、SWATH法で検
出されたのは B chain のみである。本分子に関しても、スペクトルライブラリーには l-
lactate dehydrogenase B cahinに由来するぺプチド情報は含まれていたが、A chainに
由来する情報は含まれていなかったことが、片方のサブタイプのみが検出された理由
の一つとして考えられる。 
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In vivo血液脳関門透過性スクリーニングで同定されたタンパク質の等電点と血液脳関
門透過性に関する考察 
 Table 3-1には、in vivo スクリーニングで同定されたタンパク質の理論的な等電点(pI)
の値をともに示している。過去の報告では、カチオン性のペプチドやタンパク質(pI≧
10)は、非選択的な物質取り込み機構である adsorptive-mediated endocytosis(AME)の
機構を介して、in vitroの脳毛細血管内皮細胞(Terasaki et al., 1992)や単離脳毛細血
管(Terasaki et al., 1989)に内在化し、in vivo の脳内へと移行することが示されている
(Kumagai et al., 1987)。本研究で同定した候補分子のうち、unconventional myosin-XV
は、pI 値が 9.26 のカチオン性タンパク質であった。従って、本分子は AME を介して
血液脳関門を透過し、血中から脳内へと移行した分子である可能性が示唆される。 
 
In vivo血液脳関門透過性スクリーニングの実験系の課題 
 本研究で用いたスクリーニング系は、マウスの循環血中に解析対象の臓器由来タン
パク質を投与し、脳内へと移行した分子を解析する手法である。そのため、本実験で
血液脳関門透過性分子として同定されるタンパク質は、循環血中に同一の輸送機構
を介して脳内に輸送されるタンパク質が高濃度に存在しない(血中に輸送の競合や阻
害が生じるタンパク質が高濃度に存在しない)、循環血中で安定に存在できるなどの
条件を満たし、脳内へと移行した分子であると考えられる。そのため、本実験では検出
されていないが、肝臓で産生され、血液脳関門に輸送機構が存在するタンパク質が他
にも存在する可能性は考えられる。 
また、本スクリーニング系では、解析対象とするタンパク質を非選択的にビオチン化
標識している。そのため、実際には血液脳関門透過性を有する分子であっても、受容
体との結合に必須なアミノ酸部位がビオチン化標識されていた場合、受容体との相互
作用が阻害され脳内への輸送が行われず、結果として血液脳関門透過性分子として
検出されない可能性が考えられる。 
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 本スクリーニング系では、血中にビオチン化タンパク質を投与し、大脳内に移行した
ビオチン化タンパク質をアビジンビーズで回収し、アビジンビーズから溶出したタンパ
ク質を、SWATH 法を用いて解析している。解析時には、肝臓または大脳の投与群と
非投与群で同様の操作をした際の溶出分子を解析し、非投与群に比較して投与群で
2 倍以上の増加がみられた分子を、血液脳関門透過性を有する候補分子として同定
している。この比較は、アビジンビーズに非特異的に吸着した分子が候補分子として
同定される可能性を排除することが目的である。しかし、仮に、肝臓や大脳の投与群
において、非投与群でのアビジンビーズへの非特異的吸着に比較して、2 倍以上高
い吸着量が見られた場合、これらの吸着分子も血液脳関門透過性を有する候補分子
として絞り込まれてしまう。従って、本研究で同定した候補分子の中に、上記の理由で
検出された擬陽性分子が含まれている可能性は完全には排除できない。今後、本研
究で CKのバリデーション解析を行ったように、Table 3-1に挙げた各候補分子は個別
に血液脳関門透過性を検証する必要がある。 
 
Transwellを用いた CK-BBおよび CK-MMの透過実験から算出される血液脳関門
透過速度と in vitro実験系の限界点に関する考察 
Transwell 上に作成した in vitro 血液脳関門の透過実験では、CK-BB および CK-
MMは僅かな温度依存的な血液脳関門透過性を示した(Fig. 3-7b)。Transwellを用い
た実験系では、hCMEC/D3細胞の密着結合の強度が見かけの透過係数(Papp)に影響
を与えることが知られている。つまり、弱い強度の密着結合では細胞間隙を介した物
質の透過が増加し、見かけの透過係数を過大評価させる可能性がある。過去の報告
では、hCMEC/D3 細胞における密着結合の強度は、培養日数や他の neurovascular 
unit を構成する細胞(e.g.アストロサイト、ペリサイト)との共培養条件などによって大きく
変動することが示されている(Hatherell et al., 2011)。本研究では、transwell 上に 7 日
間培養した hCMEC/D3細胞の単層膜の 37℃におけるCK-BBおよびCK-MMのPapp
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はそれぞれ、2.50×10−7 cm/s および 3.28×10−7 cm/s と算出された。これらの値は過去
に報告された、血液脳関門非透過性または非常に遅い速度で透過することが知られ
るアルブミンの、hCMEC/D3細胞を 3日間培養し作成した単層膜の Papp (約 30×10-7 
cm/s)に比較して、10 倍程度低い値であった(Hsuchou et al., 2012)。このアルブミンの
Pappは、上記した培養日数の違いによる細胞間隙を介した透過が大きく影響しており、
過大評価されているため、CK よりも高い Pappを示したと考えられる。本実験では 7 日
間の培養で作成した in vitro 血液脳関門を用いているが、本条件でも密着結合の形
成は不十分であると考えられる。Fig. 3-7bの結果における4℃でのCK-BBおよびCK-
MMの Papp (それぞれ 1.58×10-7 cm/s、1.59×10-7 cm/s)は、hCMEC/D3細胞の単層膜
の細胞間隙を介した透過を示していると考えられ、37℃条件での Pappの約 1/2に匹敵
する値であった。従って、この高いバックグラウンドが影響したことで、37℃と 4℃条件
における CKの Pappの差は、僅かしか見られなかったと考えられる。第 3章第 4節でも
述べたとおり、in vitro の血液脳関門は、特に密着結合の強度において、in vivo の血
液脳関門を真に反映できていないという限界点がある。そのため、本実験系はヒトの血
液脳関門における透過速度を予測する観点では、十分にその機能を反映したもので
はないと考えられる。今後、よりヒト in vivo の血液脳関門に機能が近似した in vitro モ
デルが開発されることで、CK のヒト血液脳関門における真の透過速度が明らかにでき
ると考えられる。 
 
Integration plot法により算出された CK-MMの in vivo血液脳関門透過速度について 
Fig. 3-10に示したマウスにおけるウサギ CK-MMの integration plot法による解析結
果では、ウサギ CK-MM の血液から全大脳画分への移行速度(8.66×10-3 μL/min/g 
brain)は、血液脳関門非透過性または非常に遅い速度で透過することが知られるアル
ブミンの過去の報告値(1×10-3 μL/min/g brain)(Yang et al., 1997)に比較して、約 8.7
倍高い程度であり、ウサギ CK-MM は見かけ上非常に遅い速度で血液脳関門を透過
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することが示された。過去の報告では、integration plot法によって得られる脳組織への
移行速度は、解析対象分子の血液脳関門における輸送機構や末梢における消失機
構が飽和している場合に、低く見積もられることが知られている(Kang et al., 1994)。正
常時の血漿中の CK-MM 濃度は、約 1 nM 程度であるが、筋ジストロフィーや横紋筋
融解症などの筋疾患では、CK-MM 濃度が数十倍から数千倍にまで上昇することが
知られている(Criddle, 2003)。本研究の in vivo解析では、CK-MMの血中濃度を上記
の病態時の血中濃度(数 μM)に近似させるように、ウサギ CK-MM を非常に高い投与
量(589 nmol/kg)で用いて解析を行っている。そのため、マウス体内では先に述べたよ
うな輸送や代謝機構の飽和が生じている可能性が示唆され、本研究の integration plot
法で算出した CK-MM の脳内への移行速度は真の速度よりも、低く見積もられている
可能性が考えられる。 
Integration plot 法を用いた解析では、CK-MM の血液から全大脳画分への移行速
度と、脳実質画分への移行速度が近似した結果が得られたことから、CK-MM は血液
脳関門を透過し、脳実質内へと移行していると考えられた(Fig. 3-10)。本実験では、大
脳を大脳実質画分と大脳血管画分に分画する際、密度の違いを利用し実質組織と血
管組織の遠心分離を行う capillary depletion 法を用いている(Triguero et al., 1990)。
Capillary depletion 法では、脳毛細血管内皮細胞の細胞膜上に結合した CK-MM の
一部が、遠心分離の操作の際に血管画分から解離し実質画分へと移行することで、
実質組織への移行速度が過大評価される可能性が考えられる。しかし、Fig. 3-10に示
す、血液から全大脳画分への移行速度を示す直線の y切片の値は、時間 0の全大脳
における CK-MM の分布容積を示しているが、この値は 7.33 μL/g brain であり、過去
のマウス脳の血液容積の報告値(7 μL/g brain)と一致した値であった(Lee et al., 2000)。
従って、本結果は、CK-MM は脳毛細血管内皮細胞の細胞膜に高い親和性で結合し
ていないことを示しており、上記した過大評価の可能性は低いことを示唆している。し
かし、仮に CK-MM の脳毛細血管内皮細胞の細胞膜上の受容体への結合は非常に
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遅い反応速度で進み、一方で細胞膜上からの解離は素早い速度で生じる反応であっ
た場合は、遠心分離の際に血管画分から実質画分への移行が生じるため、脳実質内
への移行速度が過大評価されている可能性は否定できない。 
 
血液脳関門における CK-MM輸送機構の脳内高分子 delivery systemへの応用性に
関する考察 
第 1 章第 3 節でも述べたように、リコンビナントタンパク質や抗体医薬品など高分子
医薬品は血液脳関門を透過できないため、中枢疾患の治療薬としては用いることがで
きない。しかし、最近数十年の間に、血液脳関門に発現するタンパク質の輸送機構で
あるインスリン受容体やトランスフェリン受容体に対する抗体を運搬キャリアとして用い、
そこに高分子医薬品を結合したキメラタンパク質を合成することで、脳内へと高分子医
薬品を送達することが可能となることが示されている。Dr. William Pardridge らが提唱し
たこの「トロイの木馬戦略」は、中枢効果を発揮するのに十分な量の高分子医薬品を
脳内へと送達可能であることが示されており、実際にパーキンソン病(Zhang et al., 
2004; Zhou et al., 2011)やムコ多糖症(Boado et al., 2008; Boado et al., 2011; Boado et 
al., 2014)における脳障害の症状を改善できることが動物実験レベルで証明されている。
近年では、ムコ多糖症 I型患者における臨床試験が始まっており、phase Iおよび II臨
床試験の結果では、抗ヒトインスリン受容体抗体にムコ多糖の分解酵素 α-L-
iduronidase を融合した薬剤である AGT-181(valanafusp alpha)が、ムコ多糖症患者の
認知機能障害や脳萎縮の進行を抑制できたことが報告されている(Giugliani et al., 
2018)。従って、血液脳関門におけるタンパク質の輸送機構を明らかにすることは、中
枢を標的とする高分子医薬品の開発に大きく貢献できると考えられる。 
血液脳関門における既存のタンパク質輸送機構の一つであるトランスフェリン受容
体は、脳毛細血管内皮細胞に発現するが、末梢血管の内皮細胞には発現していない
ため(Jefferies et al., 1984)、「トロイの木馬戦略」を用いた中枢への高分子 delivery 
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system の開発においてより良い標的として考えられている。しかし、トランスフェリン自
体は、drug deliveryの運搬キャリアタンパク質として用いることはできない。これは、トラ
ンスフェリンは血清中に約 35 μMの高濃度で存在する一方で、トランスフェリン受容体
のホロトランスフェリンへの解離定数は 5.6 nM程度であるため(Pardridge et al., 1987)、
血液脳関門におけるトランスフェリン受容体は常に血中の内因性のトランスフェリンに
よって飽和していると考えられるためである。従って中枢への高分子delivery systemの
開発においては、血中の内因性基質によって輸送の飽和が生じていないまたは輸送
キャパシティの大きいタンパク質の輸送機構がより良い標的となると考えられる。過去
の報告では、他の血液脳関門透過型タンパク質の輸送機構の Km値 (ミカエリス定数)
は、例えば血液から脳方向のレプチン(Zlokovic et al., 2000)やインスリン(Banks et al., 
1997)の輸送機構または脳から血液方向のアミロイド β(Shiiki et al., 2004)の輸送機構
では、0.014 nM-0.25 μM の範囲であることが示されている。一方で、本研究では、
hCMEC/D3 細胞における 37℃での CK-MM の取り込みは、少なくとも 62.3 μM まで
飽和性が見られないことが示されている(Fig. 3-12)。従って、血液脳関門における CK-
MM の輸送は、輸送キャパシティの大きな輸送機構で行われていることが示唆され、
血中から中枢への高分子 delivery system の新規経路として有望な標的となる可能性
が考えられる。 
過去の報告において、CK-MMを表面に結合した nanoparticleは、血中から脳内へ
と移行しないことが示されている(Kim et al., 2015)。ただし、本報告の実験系では、CK-
MM を nanoparticle に直接結合していることから、CK-MM の血液脳関門における受
容体結合部位がマスクされている可能性が否定できず、CK-MM が脳への高分子
delivery system のキャリアとして利用できないことを結論づけるものではない。今後、
CK-MMに高分子を結合したキメラタンパク質や CK-MMの輸送機構に対する抗体を
作成し脳移行性の解析がなされることで、CK-MM の輸送機構が新たな drug delivery 
systemの標的として有望であるかが明らかになると考えられる。 
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血液脳関門における CK-MMの輸送への LRP-1の関与について 
 本研究から、血液脳関門における CK-MM の内在化は、エネルギー依存的かつ、ク
ラスリンおよびカベオラ依存的なエンドサイトーシス機構を介することが示された(Fig. 
3-11, 12, 13, 14)。血液脳関門におけるインスリン受容体やトランスフェリン受容体、
LRP-1 などを介した受容体介在型エンドサイトーシスによる内在化は主に、クラスリン
依存性に生じるとされている(Preston et al., 2014)。CK-MMは、過去の transwell を用
いた血清タンパク質の網羅的血液脳関門透過性スクリーニング解析において、クラスリ
ン依存性エンドサイトーシス阻害剤存在下で in vitroの血液脳関門の透過性が抑制さ
れる候補分子の一つとして報告されている(Kim et al., 2015)。従って、CK-MMの血液
脳関門における内在化及びその輸送の一部には、クラスリン依存的な経路が関与す
る可能性は高い。  
本研究では、第 3章第 6節で述べたように、既存の輸送機構の中から、多数の酵素
の結合部位を有する分子として LRP-1 に着目し、CK-MM の内在化への関与を示唆
する結果を得た(Fig. 3-15)。我々は過去に、LRP-1 の基質タンパク質である receptor-
associated protein(RAP)は血液から脳方向に輸送される一方で(Pan et al., 2004)、同じ
く LRP-1の基質である α-2-マクログロブリンは脳から血液方向に輸送されないことを明
らかにしている(Ito et al., 2010)。従って、LRP-1 を介したタンパク質の輸送は、主に血
液脳関門における血液から脳方向の輸送に関わると考えられ、CK-MMの血中から脳
内への移行に関与する可能性が示唆される。 
本研究で CK-MM の uptake 実験に用いた hCMEC/D3 細胞は、実際に LRP-1 を
発現することが western blotting で確認されている(Qosa et al., 2014)。しかし、我々が
過去に報告したタンパク質の発現量解析の結果では、hCMEC/D3細胞の細胞膜画分
における LRP-1 の発現量は定量限界以下であり、少なくともトランスフェリン受容体の
発現量の 51倍以下であることが示されている(Ohtsuki et al., 2013)。従って、血液脳関
門における CK-MM の輸送には、LRP-1 がその一部に関与していると考えられるが、
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他の受容体がより大きな寄与で輸送を担っている可能性も考えられる。既存のタンパ
ク質輸送機構の多くはクラスリン依存性経路を介するが、CK はカベオラ依存性経路も
介する可能性が示唆されている点からも、その輸送には複数の受容体が関与している
可能性が考えられる。今後、血液脳関門における CK-MMの受容体を明らかにしてい
くことは、CK-MM の輸送機構の生理的な役割の解明や、その輸送機構を介した中枢
への高分子 delivery systemの構築に重要な課題であると考えられる。 
 
第 3 章の結論として、本研究では末梢臓器障害時に血中へと漏出する代表的なタ
ンパク質である creatine kinase に関し、in vivo において血液脳関門を介して血中から
脳内へと移行すること、および in vitro において血液脳関門にエネルギー依存的な輸
送機構が存在することを明らかにした。これらの知見は、末梢臓器障害を起因とする
中枢障害の発症や進行過程における、血液脳関門を介した末梢と中枢のコミュニケ
ーションの病理生理学的な役割の解明や、脳への高分子医薬品の開発に繋がると考
えられる。 
  
- 95 - 
 
第 4章 結論および展望 
本研究では、全身性炎症や末梢臓器障害時における中枢障害の発症や進行に関
与する、血液脳関門の白血球の遊走機構やタンパク質の輸送機構を明らかにし、血
液脳関門を標的とする治療薬開発を目指して、 
 
I. CD 抗原の絶対発現量に基づく、血液脳関門における白血球遊走阻害標的分子
の選定および白血球遊走に関わる新たな分子変動の解明 (第 2章) 
II. 末梢臓器障害時に血中へと漏出する代表的タンパク質である creatine kinaseの血
液脳関門における輸送機構の解明 (第 3章) を行った。 
 
 炎症性疾患における血液脳関門を介した白血球の脳内への遊走を阻害する
ことは、中枢障害の発症や進行を抑制し、病態の予後を改善するうえで重要であ
る。特に、血液脳関門側において白血球遊走に関与する分子を標的とする治療薬
の開発は、従来の白血球側を標的とした遊走阻害薬の重篤な感染性副作用を回
避するうえで重要な課題と考えられる。そこで第 2 章ではまず、血液脳関門を介
した白血球の遊走機構に関わることが知られる接着分子に属する CD 抗原について、
正常時および全身性炎症時の血液脳関門および循環血中白血球における絶対発現
量を明らかにした。そして、それぞれの分子内発現量変動と分子間での発現量を比較
し、さらに細胞間での結合分子の発現量比較を行うことで、CD54 が血液脳関門にお
ける白血球遊走阻害標的分子として有望な分子であることを示唆する結果を得た。ま
た、血液脳関門における CD 抗原の網羅的発現量解析を行い、CD9、CD49c、CD97
の 3 分子が全身性炎症時の血液脳関門において減少することを初めて明らかとした。
いずれの分子も脳毛細血管内皮細胞の細胞間接着機能への関与が示唆される分子
であったことから、これらの分子変動が全身性炎症時の血液脳関門の機能変動に関
与し、脳内への白血球遊走に関わる可能性が考えられた。今後、本研究で明らかとな
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った知見を基に、血液脳関門を標的とした、中枢への白血球遊走阻害薬が開発され、
従来の治療薬の課題が解決された画期的な新薬が創製されることが望まれる。 
本研究は、細胞間相互作用の機構解明に、タンパク質の絶対発現量という尺度を
導入し、分子間の機能比較を行った点が新しい。細胞間相互作用は、血管内皮細胞
を介した白血球の遊走のみならず、脳毛細血管内皮細胞とグリア細胞間の相互作用
を介した血液脳関門機能の成熟機構や、がん細胞と免疫細胞間の相互作用を介した
がんの免疫回避機構など、様々な生命現象の基盤となる機構である。今後、本研究で
用いたタンパク質の絶対発現量を尺度とした細胞間相互作用の解明戦略が、こうした
分野の研究に応用されていくことで、大きな発展をもたらすことが期待される。 
血液脳関門におけるタンパク質の輸送機構を明らかにすることは、生理的条件下に
おける中枢と末梢の相互作用経路を解明するだけでなく、末梢病態に起因する中枢
障害の発症機構の解明にもつながる重要な課題であると考えられる。そこで第 3 章で
は、血液脳関門における末梢臓器由来タンパク質の輸送機構の解明に取り組んだ。
網羅的定量プロテオミクス SWATH 法を用い、in vivo の血液脳関門透過性スクリーニ
ングを行った結果、複数の末梢臓器由来タンパク質が血液脳関門を透過し血中から
脳内に移行する可能性が示唆された。また、同定された一分子である creatine kinase
について、in vivoにおいて血液脳関門を介して血中から脳内に移行することを証明し、
また in vitroの解析から血液脳関門にエネルギー依存的な内在化機構及び輸送機構
が存在することを初めて明らかにした。Creatine kinase は特に末梢臓器障害時に血中
濃度の上昇が知られる分子であることから、その輸送機構は末梢障害に起因する中
枢機能の変動に関与する可能性が示唆される。今後、その病態生理学的な意義を明
らかにすることで、血液脳関門における creatine kinase の輸送機構が、血液脳関門に
おける新たな治療標的となる可能性が考えられる。 
また、血液脳関門におけるタンパク質の輸送機構を明らかとすることは、脳へのdrug 
delivery 標的経路を提示するうえで重要である。近年、抗体医薬品や生理活性タンパ
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ク質、遺伝子医薬品など、画期的な新薬が開発されているが、これらの高分子医薬品
は血液脳関門を透過できないため中枢疾患には応用できないという課題がある。その
ため、中枢疾患の治療薬開発は未だに、他の疾患に比較して遅れをとっている現状
がある。一方で、近年、血液脳関門におけるタンパク質の輸送機構を標的とした drug 
delivery systemを構築することで、高分子医薬品を中枢へと送達し、ヒトの中枢疾患の
進行を抑制できることが証明され始めている。従って今後、本研究で血液脳関門の透
過性を明らかにした creatine kinase の輸送機構の実体が解明され、drug delivery 
system の開発に応用されることで、中枢疾患への高分子医薬品の開発を促進させる
ことができると考えられる。 
以上より、本研究は、タンパク質の絶対発現量を基に、全身性炎症時の脳内への白
血球遊走における血液脳関門上の阻害標的分子を選定し、また白血球遊走への関
与が示唆される血液脳関門における新規の分子変動を明らかにした点で、血液脳関
門を標的とした白血球遊走阻害薬の開発に繋がり、意義が大きいと考えられる。さらに、
本研究で、血液脳関門における末梢臓器の障害時に血中に漏出するタンパク質の新
たな輸送機構を明らかにしたことは、病態時の血液脳関門を介した中枢と末梢の相互
作用経路の解明に繋がる点や新たな高分子 drug delivery 経路を提示した点で意義
が大きく、血液脳関門を標的とした治療薬開発の領域に広く発展をもたらす成果であ
ると考えられる。 
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第 5章 試薬および実験方法 
第 1節 試薬 
タンパク質関連試薬 
Albumin from Bovine Serum (BSA)  Wako pure chemical industries, Osaka, Japan 
Protease inhibitor cocktail Sigma Chemical, St. Louis, MO, USA 
Phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) Sigma Chemical, St. Louis, MO, USA 
DC-protein assay kit  Bio-Rad, Hercules, CA, USA 
ProteaseMAX surfactant, Trypsin Enhancer Promega Corporation, Misison, WI, USA 
Lysyl endopeptidase Wako pure chemical industries, Osaka, Japan 
Sequencing Grade modified trypsin Promega Corporation, Misison, WI, USA 
GL-Tip GC                                               GL Science, Tokyo, Japan  
GL-Tip SDB                                              GL Science, Tokyo, Japan 
 
全身性炎症および EAEモデルマウス関連試薬 
Lipopolysaccharide from Escherichia coli 0127:B8 Sigma Chemical, St. Louis, MO, USA 
Lympholyte-Mammal Cell Separation           Cedarlane laboratories, Ontario, Canada 
Hooke Kits MOG35-55/CFA Emulsion PTX          sHooke laboratories, Massachusetts, USA 
Hooke Control Kits for EK-2110 sHooke laboratories, Massachusetts, USA 
HydroGel                                            ClearH2O, Maine, USA 
DietGel                                               ClearH2O, Maine, USA 
Dextran 100                                            Serva, Heidelberg, German 
 
遺伝子実験関連試薬及び人工タンパク質またはリコンビナントタンパク質合成関連試薬 
Geneclean II Kit MP Biomedicals, CA, USA 
TAKARA Ex Taq Takara, Shiga, Japan 
DNA ligation kit <Mighty mix> Takara, Shiga, Japan 
Quantum Prep Plasmid Miniprep kit Bio-Rad, CA, USA 
TRIzol Reagent Invitrogen, Washington DC, USA 
BamHI New England Biolabs Japan, Tokyo, Japan 
EcoRI New England Biolabs Japan, Tokyo, Japan 
PrimeSTAR Max DNA Polymerase Takara, Shiga, Japan 
Competent high E. coil DH5α z TOYOBO, Osaka, Japan 
BL21-CodonPlus(DE3) RIPL Competent Cells Agilent, Tokyo, Japan 
Isopropyl-β-D-thiogalacto pyranoside (IPTG) Takara, Shiga, Japan 
(15N)-C.H.L. Medium sChlorella Industry, Tokyo, Japan 
(15N)-Algal Amino Acid mix, -20AA sChlorella Industry, Tokyo, Japan 
Strep-Tactin Sepharose Column  IBA, Germany 
HisPur Cobalt Spin Columns, 1 mL Thermo, Fisher Scientific, IL, USA 
Coomassie Brilliant Blue R-250 (CBB R-250) Bio-Rad, CA, USA 
 
細胞培養関連試薬 
EndoGRO-MV Complete Culture Media Kit Merck Millipore, MA, USA 
0.5% Trypsin-EDTA (10X), no Phenol Red  Gibco, invitrogen cell culture, Tokyo, Japan 
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0.25w/v% Trypsin-1mmol/l EDTA･4Na Solution with Phenol Red 
 Wako pure chemical industries, Osaka, Japan 
Basic-fibroblast growth factor (b-FGF) Sigma Chemical, St. Louis, MO, USA 
Cultrex Collagen type I rat tail  BD bioscience, Lincoln Park, NJ 
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) Nissui Pharmacetical, Tokyo, Japan 
Fetal bovine serum (FBS) Moregate, Bulimba, Australia 
 
Uptake実験関連試薬 
Chlorpromazine Wako pure chemical industries, Osaka, Japan 
Methyl-β-cyclodextrin Sigma Chemical, St. Louis, MO, USA 
5-(N-ethyl-N-isopropyl)amiloride Sigma Chemical, St. Louis, MO, USA 
Holo-transferrin from human blood Wako pure chemical industries, Osaka, Japan 
 
実験動物 
ddY 系マウス(雄性)、C57BL/6J系マウス(雄性または雌性)は、日本 SLC(Hamamatsu, Japan)
から購入した。東北大学大学院薬学研究科動物舎で水及び標準固形飼料を自由摂取にて
飼育した。EAEマウス誘導時は、水に加えて、HydroGel及びDietGelを摂食させて飼育した。
実験動物の取り扱いについては、 東北大学薬学部動物実験委員会が作成した「実験動物取
り扱いに関する指針」に従って行った。 
 
定量用ペプチド 
 LC-MS/MSを用いたタンパク質定量法(QTAP)で使用した化学合成ペプチドは安定同位体
標識ペプチド及び非標識ペプチドをThermo electron Corporation (Sedanstrabe, Germany)また
はScrum Inc. (Tokyo, Japan) (>95% purity)から購入した。 
 
その他の試薬 
LC-MS/MS の移動相には LC-MS グレードの acetonitrile (Wako pure chemical industries, 
Osaka, Japan)を用いた。その他の試薬は特に記載が無い限り、いずれも市販の特級品を用い
た。 
 
第 2 節  LPS投与マウス単離脳毛細血管および循環血球単核球、EAEマウス単離脳毛
細血管におけるタンパク質発現量解析 
2-1. LPS投与による全身性炎症モデルマウスの作成 
 実験開始 12時間前より絶食条件で飼育した ddY系マウス(雄性, 11週齢)の体重を測定し、
生理食塩水に 2 μg/mLの濃度で溶解した lipopolysaccharide (LPS)を 30 mg/kgで投与し、さ
らに 6 時間絶食を行うことで、全身性炎症モデルマウスを作成した。LPS 非含有生理食塩水
投与群をコントロールとして作成した。 
 
2-2. Experimental autoimmune encephalosis (EAE)マウスの作成と脳毛細血管の調製 
 C57BL/6J (雌性, 11-15週齢)マウス皮下にHooke Kit MOG35-55/ CFA Emulsion (Hooke 
laboratories, EK-2110)を100 μL (MOG 100μg)ずつ、2カ所に投与した(上背部皮下及び下背
部皮下 )。コントロールマウスとして非MOG含有Hooke Control Kit Emulsion (Hooke 
laboratories, CK-2110) を100 μLずつ、2カ所に投与した群を作成した。Emulsion投与2時間後
に、腹腔内にpertussis toxin(PTX)を250 ngを投与し、さらに24時間後にPTX 250 ngを腹腔内
に投与することでEAEモデルを作成した。EAEモデルの発症は、emulsion投与日(day 0)及び7
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日目(day 7)以降、2日毎にマウスの症状を確認することで評価した。EAEの症状は下記の症状
スコアリングによって判断した。 
(0 : 正常、1 : 尾のトーヌス低下、2 : 尾の完全下垂、3 : 歩行異常、4 : 後肢の完全脱力、5 : 
前肢麻痺を含む後肢の完全脱力、6 : 死亡)。EAEの誘導後、病態急性期として症状進行期
(day 14)を、病態慢性期として症状慢性期(day 29)を実験に用いた。 
 
2-3. 脳毛細血管画分の調製 
 LPS投与マウス(10匹)またはEAEマウス(9-10匹)、およびそれぞれのコントロールマウス(10
匹)にnembtal (100 μL/マウス)の腹腔内投与を行い、麻酔下でマウスの開腹を行い、左心室か
らphosphate bufferd saline(PBS)(-)にて灌流を行った。灌流後、脳を摘出し、小脳および嗅球を
除いた大脳を採取した。以下の操作は全て氷上で行った。マウスから採取した大脳を粘り気が
でるまでハサミで十分にミンスし、15 mLのsolution B (101 mM NaCl, 4.6 mM KCl, 5 mM CaCl2, 
1.2 mM KH2PO4, 1.2mM MgSO4, 15 mM HEPES, pH 7.4)を添加し、ホモジナイザーを用いて、
20 ストロークして組織を破砕した。 遠心(4500g, 4℃, 15 min)後に上清を除き、ペレットを15 
mLのsolution Bで再懸濁した。組織懸濁液に等量の32% Dextran (Serva Electro- phoresis 
GmbH, Heidelberg, Germany) を添加し、激しく振り混ぜ完全に混合した後、遠心(4500g, 4℃, 
15 min)を行い、上清の脂肪組織を取り除いた。ペレットをsolution A (25 mM NaHCO3, 10 mM 
glucose, 1 mM pyruvate, 5 g/L bovine serum albumin in solution B) 20 mLで懸濁し、210 μm 
nylon meshを通過させ大血管を取り除いた。懸濁液を通過させたnylon mesh に10 mL 
Solution Aを通過させることで、洗浄した。210 μm nylon mesh通過液を85 μm nylon mesh を通
過させ、10 mLのsolution Aを通過させることで、洗浄した。さらに、85 μm nylon mesh通過液を
20 μm nylon meshを通過させ、40 mL solution Aを通過させることで、洗浄した。その後、20 μm 
nylon mesh上に残った脳毛細血管画分を回収するために、40 mLのsolution Aを入れた50 mL
チューブに20 μm nylon mesh を移動させ、激しく攪拌することで、 脳毛細血管をmeshから剥
がした。50 mLチューブからmeshを取り除き、遠心(1000g, 5 min)し、上清を除いた。得られた
ペレットは、solution Bで再懸濁した後、遠心(1000g, 5 min)し、上清を除くことで、溶媒を
solution B に置換した。再度遠心操作(1000g, 5 min)を行い、上清を除いた後、ペレットに
hypotonic buffer (10 mM NaCl, 1.5 mM MgCl2, 10 mM Tris-HCl, pH 7.4)を加え、超音波処理
及びvortexを用いて細胞を破砕した。破砕後の懸濁液を脳毛細血管全組織抽出物(whole 
tissue lysate)とした。脳毛細血管画分の総タンパク量はDC-protein assay kit を用いて、Lowry 
法により測定した。検量線はBSA in hypotonic bufferで作成し、吸光度の測定にはModel 680 
microplate reader (Bio-Rad) を用いた。 
 
2-4. マウス循環血中単核球全抽出物および粗膜画分調製 
 LPS投与マウスまたはコントロールマウス(20-21匹)に nembtal (100 μL/マウス)の腹腔内投与
を行い、麻酔下でマウスの開腹を行い、採血用 EDTA-2Na (5 mg/mL) 200 μLを充填した 23G
針-2.5 mLシリンジを用いて、下大静脈より全血約 1 mL/匹を各マウスから採血し、50 mL遠沈
管に回収した。採血後の全血に対し、等量の PBS(-)を加え等倍希釈した。15 mL 遠沈管に
Lympholyte-mammal 3 mL を加え、その上部に希釈全血 4 mL を重層し、遠心分離 (800g, 
room temperature(RT), 20 min)した。遠心分離後、中間層に生成した白色の白血球(単核球)
層を 25G-1.0 mLシリンジを用いて 15 mL遠沈管 (2サンプル/遠沈管)に回収した。回収した
全血全量に対し、上記の操作で遠心分離を行った。白血球に混入した血小板を除去するた
め、PBS(-)を 10 mL まで添加し、遠心(400g, 15 min, 4℃)後に上清を取り除いた。本操作をさ
らに二回繰り返した。ペレットに対し、1/100量の 125 mM PMSF及び protease inhibitor cocktail
を含む hypotonic buffer を添加し懸濁した。懸濁液を窒素ガス細胞粉砕器に移し、nitrogen 
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cavitation法(600 psi, 15 min, 4℃)によって細胞を破砕し、全細胞抽出物(whole cell lysate)とし
て回収した。この破砕組織懸濁液を遠心(10,000g, 10 min, 4℃)し、上清を回収した。回収した
上清を超遠心(100,000g, 60 min, 4℃)し、ペレットを ice-cold suspension buffer(250 mM sucrose, 
10 mM Tris-HCl, pH 7.4)で懸濁し、粗膜画分(crude membrane fraction)として回収した。Whole 
cell lysateおよび crude membrane fractionは DC protein assay kit (Bio-Rad) を用いてタンパ
ク質濃度を測定した。検量線は  bovine serum albumin (BSA) in hypotonic buffer 又は
suspension bufferで作成し、吸光度の測定には Model 680 microplate reader (Bio-Rad) を用
いた。 
 
2-5. QTAP法におけるCD抗原の定量用ペプチド配列の設計 
 測定対象とするタンパク質のアミノ酸配列情報は UniProt データベース(http://www.uniprot. 
org/)から入手した。測定対象タンパク質を trypsin 消化した際に得られる理論的なペプチド配
列の中から、当研究室で確立したペプチド選択クライテリアを満たす配列 (以下の 1~7の条件
を必ず満たし、かつ 8~10 の条件をより多く満たす配列)を測定対象として選択した (Kamiie 
et al., 2008; Uchida et al., 2013)。ただし、上記の 1~7の条件を満たすペプチドが選択できない
分子に関しては、3の条件を排除し、メチオニンまたはシステインを含むペプチドを選択した。 
1. trypsin消化によって理論的に得られるペプチド断片であること 
2. 対象とするタンパク質に特異的な配列であること  
3. メチオニン(M)およびシステイン(C)を含まないこと  
4. 修飾・変異・SNPs部位を含まないこと  
5. trypsin消化部位(リジンおよびアルギニン)がN末端側およびC末端側の切断部位で連 
続していないこと 
6. trypsin消化部位の次のアミノ酸がプロリン(P)ではないこと  
7. 膜貫通部位を含まないこと  
8. アミノ酸残基数が6~16 merであること  
9. グルタミン酸(E)およびヒスチジン(H)を含まないこと  
10. グリシン(G)またはプロリン(P)を含むこと  
 
2-6. 化学合成ペプチド溶液の濃度決定と LC-MS/MS測定用パラメーターの最適化 
Supplemental Table S2-1 に示した接着分子の定量用ペプチド配列と同一配列の安定同位
体標識ペプチド(Arg(R) or Lys(K) : 13C,15N)及び非標識体ペプチドを化学合成により合成した。
合成したペプチドは約 1 mg/mL となるように MQ を用いて溶解した後、アミノ酸分析法(日立
高速液体クロマトグラフ LaChrom Elite:アミノ酸(NIN 法)分析システム,日立ハイテク, Tokyo, 
Japan)を用いて濃度決定した。最適なイオン化条件を決定するために、アミノ酸分析法によっ
て濃度を決定したペプチド溶液、もしくは決定する前の溶液を 100-1000 倍希釈し、約 0.1 μM 
(50% acetnitrill, 0.1% formic acid)に調製した後、5 μL/minで API5000(ABSCIEX)へ infusion
し SRM/MRM 測定条件の最適化を行った。ESI によるイオン化は全て positive mode とし、
SRM/MRM transitions は y イオンまたは b イオン系列から、強度が強いものから 4 つずつ選
択した。Histidine (H)を含む場合は precursor ionの価数を 3価および 2価の両方で最適化を
行い、histidine (H)を含まない場合には全て precursor ionは 2価として最適化を行った。最適
化を行い決定した各ペプチドの SRM/MRM transitionsは Supplemental Table S2-1に示す。 
 
2-7. TripleTOF5600を用いたQTAP時の測定用試料の調製 
 マウス単離脳毛細血管(Bcap) whole tissue lysate及び循環血中単核球(PBMCs) whole cell 
lysate、PBMCs crude membrane fraction を各50 μg protein を分取し、最終容量が220 μLとな
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るように、アルキル化バッファー(7 M Guanidine hydrochloride, 0.5 M Tris-HCl (pH 8.5), 10 mM 
EDTA-Na)を添加した。タンパク質重量と等量のdithiothreitol(DTT) (Wako pure chemical 
industries)を添加し、室温で 1時間撹拌した。続いて、タンパク質重量の 2.5倍量の
iodoacetoamide(IAA) (Wako pure chemicalindustries)を添加し、遮光下で1時間撹拌した。冷メ
タノール600 μL、冷クロロホルム150 μL、冷MQ450 μLを添加後、攪拌し、遠心操作(15000rpm, 
4°C, 5 min)を行った。中間層にできたペレットを破砕しないように上清を除き、冷メタノール450 
μLを添加後、懸濁し、遠心操作(15,000rpm, 4°C, 5 min)を行った。上清を除き、ペレットに6 M 
ureaを含む0.1 M Tris-HCl (pH 8.5)溶液9 μLを添加して10分間攪拌し、最終濃度1.2 M以下
ureaとなるように0.1 M Tris-HCl (pH 8.5)を36.5 μL添加し、超音波処理によりペレットを破砕し
た。最終濃度0.05%となるように1% ProteaseMax surfactant (Promega) 2.5 μL及び50 mM 
ammonium bicarbonateに溶解した0.5 μg/μL Lysylendo-peptidase (Lys-C, Wako) 1 μL(タンパク
質重量の1/100量)を添加し、30°Cで3時間消化反応を行った。その後、0.5 μg/μL trypsinを1 
μL(タンパク質重量の1/100量)添加して、37°Cで16時間消化反応を行った。(最終タンパク質
濃度1 μg/μL)。 
 TripleTOF5600を用いたQTAP測定では、検量線の作成のために、段階的に希釈した化学
合成非標識ペプチド溶液(0-100 fmol/injection)を作成し、そこに安定同位体標識ペプチド(50 
fmol/injection)及びcarryover防止目的として大腸菌消化物(1 μg/ injection)を添加し、希釈系
列を作成した。 
検量線用の希釈系列、Bcap及びPBMCsの酵素消化物に、最終濃度0.1%となるように
trifluoroacetic acid (TFA)を添加した。GL-GC TipおよびGL-SDB Tipを重ねて遠心用アダプタ
ーにセットし50 μLの0.1% TFA含有80% acetonitril溶液を添加し、遠心(3,000g, 10℃, 5 min)を
行った。その後0.1% TFA含有MQを添加し、遠心(3,000g, 10℃, 5 min)を行い、Tip内の樹脂の
平衡化を行った。Bcap whole tissue lysate及びPBMCs whole cell lysate, crude membrane 
fractionの酵素消化物に50 fmol/μg proteinとなるようにinternal standard peptide mixtureを添加
し、Tipに移し、遠心(3000g, 10℃, 5 min)を行った。50 μLの0.1% TFA含有MQを添加し、遠心
(3,000g, 10℃, 5 min)を行い、Tip内の洗浄を行った。50 μLの0.1% TFA含有MQを添加し、遠
心(3,000g, 10℃, 5 min)を行い、Tipに吸着したペプチドを溶出させた。さらに溶出操作をもう一
度行った。溶出したペプチド溶液はcentrifugal concentrator CC-105 (TOMY)を用いてheat low、
1時間減圧遠心を行い、acetonitrilを除去した。その後0.1% formic acidを含むMQで再溶解し
た。 
脱塩後の検量線用の希釈系列、Bcap及びPBMCsの酵素消化物はnanoLC TripleTOF5600
を用いて、Supplemental Table S2-1, S2-3に示したパラメーターを使用し、high sensitivity mode
で測定を行った。 
 
2-8. TripleTOF5600を用いた QTAPにおける LC-MS/MS測定条件 
脱塩後のサンプル (1 μg protein)をLC-MS/MSを用いて、以下の二条件のうちどちらかを用
いて測定した。 
 
◆2 column swich system 
LC-MS/MS: TripleTOF 5600 coupled with a NanoLC-Ultra 2D plus system (Eksigent 
Technologies, Dublin, CA, USA) 
Analytical column (75 µm x 15 cm, ReproSil-Pur C18-AQ 3µm 120Aº, Eksigent Technologies) 
Mobile phase: (A) 0.1% formic acid/MQ (B) 0.1% formic acid/acetonitrile 
Flow rate: 300 nL/min 
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Gradient: 100% A:0% B (0-0.2 min), a linear gradient of 100% A:0% B to 50% A:50% B (0.2-50 
min), increased to 0% A:100% B (50-51 min), maintained at 0% A:100% B (51-60 min), reduced 
to 100% A:0% B (60-60.1 min), and then maintained at 100% A:0% B (60.1-70 min). 
Ionization: ESI positive ionization mode 
Acquisition mode: High Sensitivity mode TOF  
Masses (Da): min (100), Max (1600) 
Source/Gas: GS1 (20), GS2 (0), CUR (20), ISVF (2300), IHT (150)  
SRM/MRM transitions: Supplemental Table S2-1、S2-3に示す 
 
◆Trap and elute system 
LC-MS/MS: TripleTOF 5600 coupled with a NanoLC-Ultra 2D plus system (Eksigent 
Technologies, Dublin, CA, USA) 
Trap column: Nano cHiPLC Trap column (200 µm x 6 mm ReproSil-Pur C18-AQ 3 μm 120 Aº, 
Eksigent Technologies)  
Analytical column (75 µm x 15 cm, ReproSil-Pur C18-AQ 3µm 120Aº, Eksigent Technologies) 
Mobile phase: (A) 0.1% formic acid/MQ (B) 0.1% formic acid/acetonitrile 
Flow rate: 300 nL/min 
Gradient: 100% A:0% B (0-0.2 min), a linear gradient of 100% A:0% B to 60% A:40% B (0.2-40 
min), increased to 0% A:100% B (40-41 min), maintained at 0% A:100% B (41-50 min), reduced 
to 100% A:0% B (50-50.1 min), and then maintained at 100% A:0% B (50.1-80 min). 
Ionization : ESI positive ionization mode 
Acquisition mode: High Sensitivity mode TOF  
Masses (Da): min (100), Max (1600) 
Source/Gas: GS1 (20), GS2 (0), CUR (20), ISVF (2300), IHT (150)  
SRM/MRM transitions: Supplemental Table S2-1、S2-3に示す 
 
2-9. TripleTOF5600を用いた QTAPにおけるデータ解析 
測定データから、mzML converter (三井情報株式会社)を用いて、Table S2-1, S2-3に示した
各SRM/MRM transitionのデータを抽出し、研究室で独自に開発した自動解析ソフト(MRM 
Quantitation System, 三井情報株式会社)を用いてピーク解析を行った。検量線は非標識ペ
プチドと標識ペプチドのピーク面積比を計算し、非標識ペプチドのinjection量に対してプロット
することで作成した。サンプルから得られたデータから、安定同位体標識ペプチドのピーク面
積に対する定量対象タンパク質由来のペプチドのピーク面積比を計算し、検量線に当てはめ
ることでペプチドの定量値を算出した。各サンプルでは、測定を行った4 transitionのうち、ピー
クの検出されたSRM/MRM transitionについて検量線を用いて定量値を算出した。サンプル由
来のピークは、ピーク面積が1000 countsを超え、なおかつ安定同位体標識体と同一の
retention timeに検出された場合にポジティブピークとして扱った。サンプルを1-4回測定し、各
測定で得られたSRM/MRM transitionの全ての定量値を平均し標準誤差(SEM)を算出した。
各測定で3-4 SRM/MRM transition 以上で定量値が得られた場合には信頼性のある定量値と
して扱った。また、2 SRM/MRM transitionでのみ定量値が得られた場合でも、3-4回の測定の
うち、2回以上で定量値が得られた場合(合計4 SRM/MRM transition以上)には信頼性のある
定量値として扱った。また、3-4回の測定中1回、2 SRM/MRM transitionでのみ定量値が得ら
れた場合には、信頼性におとる参考値として扱った。また、標的ペプチドのピークが得られな
かった場合には定量限界値を過去の報告に記載する方法で算出した(Miyauchi et al., 2016)。
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定量限界値は、測定を行った4 SRM/MRM transitionのうち、3番目に感度の良いSRM/MRM 
transitionの非標識ペプチドが1000 countsを与える濃度を検量線から算出した。 
 
2-10. CD-I及び CD-II合成 plasmid DNAの増幅 
  2-5に記載した in silico criteriaで選択した CD1-CD100 までの定量用ペプチドを数珠つな
ぎにした人工タンパク質(CD-I及び CD-II)のアミノ酸配列(Supplemental Fig. S2-1, S2-2)をコー
ドする人工遺伝子(pUC19 vector)を合成した(株式会社ファスマックに合成依頼)。合成した
DNAを 0.05 μg/μLとなるように TEバッファー(10 mM Tris-HCl, 1 mMEDTA, pH8.0)に溶解し、
0.5 μLを competent cell(competent high E.Coli. DH5α (TOYOBO)) 100 μLに加えて撹拌後、
氷上で 30分間インキュベーションした。その後、42℃で 30秒間熱ショックを与え、再び氷上に
2分間静置することで DH5αへ plasmid DNAを組み込んだ。SOC培地を 900 μL加え、ラウン
ドチューブに移し、撹拌機で 37℃、1 時間インキュベートした。インキュベート後、LB/Amp 
plate ((150 mg/L Ampicillin, 10 g/L bacto tryptone, 5 g/L bacto yeast extract, 10 g/L NaCl, 15 
g/L bacto agar) gelでコートされた 10 cm dish)に培養液を播き、37℃で 16時間インキュベーシ
ョンすることで形質転換が起こった DH5α のコロニーをセレクションした。形質転換が起こった
DH5αのコロニーを LB/Amp medium (50 mg/L Ampicilin, 10 g/L Bactotryptone, 5 g/L Bacto 
yeast extract, 10 g/L NaCl)に移し、撹拌機で 37℃、16-18時間培養した。培養懸濁液を遠心し
(3,000g, 10 min, 4℃)、上清を取り除き、ペレットに対して Quantum Prep Plasmid Miniprep kit
を用いることで、plasmid cDNA を精製した。Plasmid cDNA の濃度は分光光度計(GeneQuant 
1300 Spectrophotometer, GE Healthcare)を用いて測定した。 
 
2-11. pET-17b-CD-I及び-CD-II plasmidの合成 
 10 μLの増幅後 plasmid DNA及び pET-17b vectorに対して、1 μLのBamHI、1 μLのEcoRI、 
2 μLの NEB buffer 4を加え、さらに 6 μLのMQを加えて、37℃、3時間ブロックインキュベー
ターでインキュベートした。インキュベート後、1/10量の10xLoading buffer(Takara)を加え、TAE
バッファー(40 mM Tris, 20 mM acetic acid, 1 mM EDTA)内の agarose gel (1% agarose, 0.6 
μg/mL ethidium bromide)に、それぞれの試料を添加し、TAEを泳動バッファーとしてMupid21
ミニゲル泳動槽を用いて 100V で約 40 min 泳動を行った。バンドの検出を ImageQuant 
LAS4000 (GEヘルスケア・ジャパン株式会社)または EPIPRO 7000 (Aisin, Aichi, Japan)を用
いて行い、制限酵素による切断を確認した。期待されたサイズ付近に検出された plasmid 
DNAの insert部位及び pET-17b の vector部位の切断断片を agarose gelから UV 照射下で
切り出し、GeneClean II Kit を用いて、DNA 断片の精製を行った。精製した CD-I及び CD-II 
plasmid cDNAの insert部位及び pET-17b の vector部位を混合し、等量の 2xLigation Mixを
加え、16℃、2時間 30分インキュベートすることにより、ligationを行った。Ligation後のplasmid 
DNA を 2-10 に示した方法で、DH5α に形質転換を行い、LB/Amp plate に培養液を播き、
37℃、16 時間インキュベーションすることで形質転換が起こった DH5α のコロニーをセレクシ
ョンした。さらに形質転換が起こった DH5α の増幅、plasmid の精製を行うことで、ligation 後の
pET-17b-CD-I及び-CD-II plasmidを回収した。 
 Ligation後の pET-17b-CD-I及び-CD-II plasmid 500 ngに primer 6.4 pmol、MQを加えた溶
液 14μL を調製し、plasmid DNA の塩基配列解析を株式会社ファスマックに依頼した。Primer
は 1 つのサンプルにつき、以下に塩基配列を示す T7 promoter primer, CD-I and -II first 
primers, CD-I and -II second primers, T7 terminator primer の 4 つを用いた。解析結果を
Multiple Sequence Alignment by CLUSTALW (https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw)を用
いて、予測される配列と相同性を比較することで解析した。 
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◆CD-I primers: T7 promoter primer (5’- TAATACGACTCACTATAGGG -3’),  
CD-I first primer (5’- CGAGAACAAATATGACCTGGC -3’),  
CD-I second primer (5’- CACAGGTACCACGGTA TATC -3’),  
T7 terminator primer (5’- GCTAGTTATTGCTCAGCGG -3’) 
◆CD-II primers:T7 promoter primer (5’- TAATACGACTCACTATAGGG -3’),  
CD-II first primer (5’- GACATTAGCTGGTTTTCGCC -3’),  
CD-II second primer (5’- TGGGAAAGAAGCGGTCATTC -3’),  
T7 terminator primer (5’- GCTAGTTATTGCTCAGCGG -3’) 
 
2-12. 大腸菌を用いた CD-I及び CD-II人工タンパク質の合成 
 BL21-CodonPlus(DE3)RIPL Competent Cells (以下 BL21-C+)に対し、2-10 に示す方法で
pET17b-CD-I及び CD-II-plasmid DNAの形質転換を行った後、LB/Amp plateに培養液を播
き、37℃、16 時間インキュベーションすることで形質転換が起こった BL21-C+のコロニーを選
択した。形質転換が起こった BL21-C+を 200-400 mLの LB broth mediumまたは(15N)-C.H.L. 
medium ((15N)-標識 C.H.L. medium, 0.25 g/L MgSO4・7H2O, 50 mg/L Ampicilin)に添加し 37℃
で、OD600 が 0.4~0.6 の値を示すまでインキュベートを行った。Isopropyl-β-D-thiogalacto 
pyranoside(IPTG)を最終濃度 1 mM となるように添加し、安定同位体標識人工タンパク質合成
用(15N)-C.H.L. medium にはさらに安定同位体標識アミノ酸混合液 [(15N)-Algal Amino Acid 
mix] を添加し、培養液をさらに 30℃、3 時間インキュベートすることでタンパク質の発現誘導
を行った。培養液を遠心(3,000g, 5 min, 4℃)し、上清を除き、沈殿物にタンパク質溶解バッファ
ー (8 M urea, 100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris-HCl, pH 8.0)を加えて Branson Sonifier 
150(BRANSON, Danbury, CT)を用いて大腸菌の破砕を行った(total 画分)。この溶液を遠心
(15,000g, 2 min, 4℃)し、上清を可溶性画分、ペレットを不溶性画分として回収した。 
各画分に sample buffer [最終濃度:5% 2-mercaptoethanol, 2% sodium dodecyl sulfate (SDS), 
62.5 mM Tris-HCl (pH6.8), 5% sucrose, bromophenol blue]を加え、95℃、5分間インキュベー
ションすることで SDS-PAGE用泳動サンプルを調製した。サンプルを 8 % SDS-polyacrylamide 
gelに 10 μL添加し、泳動バッファー(25 mM Tris, 192 mM glycine, 0.1% SDS)中で濃縮ゲル
に到達するまで 10 mA、その後 30 mAの電流で 30-60 分間電気泳動させることでタンパク質
を分離した。タンパク質分離後の 8 % SDS-polyacryl-amide gel を CBB R-250に浸して室温で
30-60分間振盪を行なうことでゲルの染色を行い、脱色液(20% methanol, 7% acetic acid)中で
一晩振盪、または電子レンジを用いて加熱脱色を行うことでゲルの脱色を行った。その後、カ
ラー複合機(FUJI XEROX)を用いてゲルの撮影を行った。 
 
2-13. Cobalt Columnを用いた CD-I及び CD-II人工合成タンパク質の精製 (HAT tag精製) 
 精製用カラムとして HisPur Cobalt Spin Columns, 1 mL volume を用いた。カラムに洗浄バッ
ファー(7 M urea, 50 mM Tris-HCl, 300 mM NaCl, pH 8.0)を 2 mL添加し、遠心(700g, 2 min, 
4℃)を行った。さらに洗浄バッファーを 2 mL加え、再度遠心(700g, 2 min, 4℃)を行い、平衡化
を行った。カラムに大腸菌合成タンパク質の不溶性画分(安定同位体標識タンパク質及び非
標識タンパク質)を添加し、4℃で 30分間転倒混和を行うことで担体に吸着させた。その後、遠
心(700g, 2 min, 4℃)により溶液を通液行った(通液後溶液: flowthrough)。次に、カラムに洗浄
バッファーを 2 mL添加し、遠心(700g, 2 min, 4℃)し、洗浄した。この操作をさらに 2回繰り返
す(wash 1~3)ことで洗浄を行った。カラムに elution buffer(7 M urea, 150 mM imidazole, 50 mM 
Tris-HCl, 300 mM NaCl, pH 8.0)を 1 mL添加し、遠心(700g, 2 min, 4℃)により目的タンパク質
の回収をおこなった。この操作を 5 回繰り返す(Elute 1~5)ことで非標識タンパク質及び安定同
位体標識タンパク質の溶出を行った。各画分を SDS-PAGE及び CBB染色により検出すること
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で、目的タンパク質の溶出を確認した。 
 透析膜(Spectra/Por® 2Dialysis Membrane Standard RC Tubing MWCO:12-14 kDa)をMQに
10分間浸し、片側をクリップで留め、精製済みタンパク質試料を加えた後にもう片側をクリップ
で留め、PBS(-) 1 Lの溶液に浮かべ、スターラーで4℃、O/Nで撹拌した。透析後、透析膜の中
の溶液を回収した。 
 
2-14. 精製タンパク質のurea法による酵素消化と人工タンパク質の濃度決定 
精製したCD-IおよびCD-II人工タンパク質を一部(1-5 μg)分取し、centrifugal concentrator CC-
105 (TOMY)を用いてheat off、1時間で減圧遠心により溶液を除去した。6 M urea in 0.1 M 
Tris-HCl(pH8.5)を加え可溶化を行った。可溶化したタンパク質にDTTを加え、室温で1時間振
盪した。そこにIAAを加え、遮光下で1時間反応させた。最終濃度1.2 M ureaとなるように0.1 M 
Tris-HCl (pH 8.5)を添加し、最終濃度0.05%となるように1%ProteaseMAXを添加した。そこに、
Lys-Cを添加し、30℃、3時間反応を行った。さらにtrypsinを添加し、37℃、16時間消化反応を
行った。安定同位体標識及び非標識CD-I及びCD-II人工タンパク質消化物に対して
Reference^VI, LFの非標識対標品ペプチド及び安定同位体標識体標品ペプチドをそれぞれ
一定量添加し、LC-MS/MSにより、Supplemental Table S2-1に示した各Reference peptideの4 
transitionを用いて測定を行った。測定データから、Reference^VI, LFの標品ペプチドのpeak 
areaに対するCD-I及びCD-II酵素消化物中のReference^VI, LFのpeak areaの比をtransitionご
とに計算し、4 transitionそれぞれの比から得られた定量値を平均し、Reference^VI, LFの濃度
を算出した。Reference^VI及びLFの濃度を平均し、各人工タンパク質の濃度として決定した。 
 
2-15. CD-I及びCD-II人工タンパク質の酵素消化により合成したCD抗原定量用ペプチドの
LC-MS/MSによる一斉測定 
 非標識CD-I及びCD-II人工タンパク質の酵素消化物に過酸化水素(最終濃度10 mM)を加え、
40℃、1時間反応させることでmethionineの強制酸化を行った。反応後第2節2-7の手法を用い
て脱塩を行い、nanoLC-TT5600で各ペプチドを測定した(約450 fmol/injection)。測定時に使
用したQ1はSupplemental Table S2-2に示した(Cysteineを含むペプチドはカルバミドメチル化体
として、methionineを含むペプチドにはmethionine sulfoxide体としてm/zを設定した。)。Q3とし
て全てのyイオン(y1およびペプチド全長のyイオンを除く)を設定し、解析を行った。3 transition
以上でintensityが100 cpsを超えるピークが検出された場合、検出可能なペプチドとした。 
 
2-16. CD-I及びCD-II人工タンパク質の酵素消化により合成したCD抗原定量用ペプチドの
LC-MS/MSによる測定条件の最適化 
 非標識CD-I及びCD-II人工タンパク質の酵素消化物を第2節2-7の手法を用いて脱塩を行い、
nanoLC-TT5600で各定量用ペプチドを測定した。測定はペプチド配列からQ1を2価、3価、ま
たは4価で設定し(Hを一つ含む場合には2価および3価を設定し、二つ含む場合は2価、3価お
よび4価を設定)、DPを一定値(=80 V)とし、CEを20, 25, 30, 35, 40 Vの5段階に割り振り、測定し
た。結果から、最も感度の良いQ1-Q3の組み合わせを4つ選択した。本研究で定量系が確立
できた各CD抗原のSRM/MRM transitionはSupplemental Table S2-3に示す。 
 
2-17. CD-I及びCD-II人工タンパク質を用いた全身性炎症モデルマウスBcapにおけるCD抗原
のタンパク質発現量解析 
 Bcap whole cell lysateの酵素消化物(1 μg/injection)に対し、安定同位体標識CD-I及び
CD-IIの酵素消化を100 fmol/injectionになるように添加し、サンプルを調製した。また、非標識
CD-I及びCD-IIの酵素消化物の希釈系列(0-100 fmol/injection)に、安定同位体標識CD-I及
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びCD-IIの酵素消化物(100 fmol/injection)及び大腸菌消化物(1 μg/injection)を添加し検量線
用サンプルを作成した。希釈系列及びBcapサンプルを第2節2-7の手法を用いて脱塩を行い、
LC-MS/MSにより測定を行った。LC-MS/MS条件は第2節2-8に従い、Supplemental Table S2-3
に示したSRM/MRM transitionを用いて測定した。データ解析は第2節2-9に従った。 
 
第3節 血液脳関門における末梢臓器由来タンパク質輸送機構の解明 
3-1. 肝臓及び大脳由来細胞質タンパク質のin vivo血液脳関門透過性スクリーニング 
 C57BL/6J JmsSlc(雄性、9週齢)に、10.8 mg/mLソムノペンチル(共立製薬)160 µLを腹腔内投
与し、麻酔下で開腹を行い、PBS(-)を用いた心臓灌流(約20 mL)を行い、肝臓及び大脳を摘
出した。以下の操作は全て氷上で行った。摘出した肝臓及び大脳をハサミで粘り気が出るま
でミンスし、臓器重量の40倍量の、1/1000量の125 mM PMSF及び1/100量のprotease inhibitor 
cocktailを含むhypotonic bufferを用いてテフロン製ホモジナイザーに移した。氷中で1000rpm
で15ストローク後、30分間氷中に静置し、さらに1000rpmで20ストロークし破砕組織懸濁液を回
収した。懸濁液を窒素ガス細胞粉砕機に移し、nitrogen cavitation法（450 psi、15 min）によって
細胞を破砕した。この破砕組織液を遠心（10,000g, 4℃, 11 min）し、上清を回収した。回収した
上清を超遠心（100,000g, 4℃, 40 min）し、上清を細胞質画分(cytosol画分)として回収した。肝
臓及び大脳の cytosol画分を限外濾過カラム (Concentrators, Spin 5K MWCO, Agilent 
Technologies)に加え、遠心(5,000g, 10℃)による濃縮を行い、そこにPBSを加え遠心(5,000g, 
10℃)を行う操作を繰り返し、PBSによる溶媒置換を行った(PBSによる最終希釈倍率約1000倍)。
PBSに置換した肝臓及び大脳cytosol画分それぞれ4 mg、2 mgを低吸着1.5 mLチューブに分
注し、10 mM biotin-SS-Sulfo-Osu in PBS(Dojindo)を200 nmol/ mg cytosol proteinsとなるように
添加し、ビオチン化反応を行った(25℃, 30 min)。1 M glycineを10倍mol量加え、ビオチン化反
応を停止させた(25℃, 30 min)。 
イソフルラン(動物用, 株式会社インターベット)を用いてC57BL/6J JmsSlc (雄性、8週齢)に麻
酔をかけ、右経静脈からビオチン化を行った肝臓 (160 mg protein/kg)及び大脳細胞質タンパ
ク質(80 mg protein/kg)を投与した。投与後1時間の時点で、10.8 mg/mLソムノペンチル(共立
製薬)160 µLを腹腔内投与し、麻酔下で開腹を行い、PBS(-)を用いた心臓灌流(約20 mL)を行
った。灌流後、脳を摘出し、小脳および嗅球を除いた大脳を採取した。採取した大脳から、上
記した調製法と同様に、cytosol画分を調製した。 
ビオチン化肝臓または大脳細胞質投与後のマウス大脳および非投与群のマウス大脳cytosol
画分1 mLに氷冷アセトン4 mLを加え(最終濃度80%アセトン)、-20℃で2時間インキュベートし
た。遠心(15,000g, 15 min, 4℃)を行い、生成したタンパク質のペレットに3 mLの氷冷アセトンを
加え、 tip sonicator (Sonifier 150D, Brason Ultrasonics Corp, USA)を用いて懸濁し、遠心
(15,000g, 15 min, 4℃)により再度ペレットとした後、さらに氷冷アセトンを1 mL加え、懸濁後、遠
心(15,000g, 15 min, 4℃)を行った。上記の操作により、内因性のbiotinの除去を行った。得られ
たペレットに、8 M urea/0.1 % Tween 20/ 0.1% TritonX-100 in Tris-buffered saline (TBS) (150 
mM NaCl, 50 mM Tris-HCl, pH7.5)を100 µL加え、室温で10 minインキュベートした後、0.1 % 
Tween 20/ 0.1% TritonX-100 in TBSを900 µL加え10倍希釈し、tip sonicatorを用いてペレットを
溶解した。溶解したペレットのタンパク質濃度をDC protein assay kit (Bio-Rad) を用いて測定
した。検量線はBSA in 0.8 M urea/0.1 % Tween 20/ 0.1% TritonX-100 in TBSで作成し、吸光
度の測定には Model 680 microplate reader (Bio-Rad) を用いた。 
Streptavidin mag sepharose beads(GEヘルスケア) 150 µLをチューブに分注し、magnetic stand
にチューブを取りつけ、上清を除去した。そこに0.8 M urea/0.1%Tween20/0.1% TritonX-100 in 
TBSを加え、beadsの平衡化を行った。平衡化バッファーを取り除き、beadsに溶解したタンパク
質ペレット3 mg proteinを加え、25℃で1時間転倒型ミキサーを用いて懸濁し、ビオチン化タン
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パク質をbeadsに結合させた。チューブをmagnetic standに取り付け、上清を取り除き、そこに、
wash buffer (2M urea/0.1 % Tween 20/0.1% TritonX-100 in TBS)を加え、懸濁し、magnetic 
standに取り付け上清を取り除いた。この操作をさらに5回繰り返し、beadsを洗浄した。洗浄後
のbeadsに60 μLの50 mM DTT in 0.1 M Tris-HCl (pH8.5)を加え、25℃、2時間インキュ
ベートし、beadsに結合したビオチン化タンパク質中のbiotin-SS-Sulfo-OSuのSS結合
を切断し、ビオチン化タンパク質をbeadsから溶出した。チューブをmagnatic beadsに
取り付け上清を回収し、上清に2.5 μLの50 mg/mL IAAを加え遮光下で1時間インキュベ
ートした。そこに0.1 M Tris-HCl (pH8.5)を加え、DTT濃度を5 mM以下としたのち、
ProteaseMaxを最終濃度0.05%となるように加え、Lys-Cを添加し、30℃、3時間インキ
ュベートした。その後trypsinを加え、37℃、16時間インキュベートした。 
上記の酵素消化物を第2節2-7の手法で脱塩し、脱塩後のサンプルを0.1%ギ酸MQに溶
解し、LC-MS/MS SWATH法で測定した。 
 
3-2. SWATH法によるin vivo血液脳関門透過性分子の同定解析 
データベースの構築のため、3-1で脱塩処理を行ったサンプル及び、マウスの各臓器の
whole tissue lysates (大脳、肝臓、単離脳毛細血管)、cytosol画分(大脳、肝臓)、crude
及びplasma membrane画分 (大脳、肝臓 )をnanoLC-TripleTOF5600を用いて、
information-dependent acquisition(IDA)モードで測定した。また、3-1で脱塩処理を行
ったサンプルはnanoLC-TripleTOF5600を用いてSWATHモードで測定した。 
 
◆IDA法及び SWATH法の測定条件 
LC-MS/MS: TripleTOF 5600 coupled with a NanoLC-Ultra 2D plus system (Eksigent 
Technologies, Dublin, CA, USA)  
Trap column: Nano cHiPLC Trap column (200 µm x 6 mm ReproSil-Pur C18-AQ 3 μm 120 Aº, 
Eksigent Technologies)  
Analytical column (75 µm x 15 cm, ReproSil-Pur C18-AQ 3µm 120Aº, Eksigent Technologies) 
Mobile phase: (A) 0.1% formic acid/MQ (B) 0.1% formic acid/acetonitrile 
Flow rate: 300 nL/min 
Gradient: a linear gradient of 100%A:0%B to 80%A:20%B (0-60 min), increase to 60%A:40%B 
(60-75 min), increased to 0%A:100%B (60-77 min), maintained at 0%A:100%B (77-82 min), 
reduced to 100%A:0%B (82-84 min), and then maintained at 100%A:100%B (84-115 min)  
Loading: 100%A:0%B (0-6 min) 2 uL/min 
Ionization: ESI positive ionization mode 
 Information dependent acquitision (IDA)mode 及び SWATH modeの測定条件は、
基本的には、Miyauchiらの報告を参考にしている(Miyauchi et al., 2018)。 
IDA modeの測定では、positive ionization modeで300‒1008 m/zの質量幅の全てのマ
ススペクトルを記録した(full scan type)。フラグメンテーションでは、1 サイクルにつ
き電荷が2+から5+の感度上位20のプリカーサーイオンが選択されるよう設定した。
Collision energy spread (CES)は15 V に設定した。MS/MSフラグメント(product ion)
のscanは100‒1600 m/zの範囲で検出した。最適効率のフラグメンテーションを行うた
めに、IDA では式1に基づいてcollision energy (CE)を自動的に制御した。(※式1: CE 
= 0.044 × (precursor ion m/z) + 4) 
SWATH modeの測定では、13 Da幅で固定の59ウィンドウ(ウィンドウの重なりの
1Daを含む)および上記のIDAと同じクロマトグラフ条件で300‒1008 Daのプリカーサ
ーイオンの質量幅をカバーした。それぞれのウィンドウのCE は2 価イオンに適切にな
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るように、ウィンドウの中心のm/zに基づいて式1から計算し、CESを15 Vに設定した。
測定はhigh-sensitivity mode を用いて測定を行った。 
IDAで得られたデータはProteinPilotのParagon algorithmを用いて解析し、UniProtのマウス
プロテオームデータベースで検索した。6つの使用者が設定するオプションは次の通りである。
（i）cysteine alkylation：iodoacetamide、（ii）digestion：trypsin digestion、（iii）special factors：
none、（iv）species：Mus musculus、（v）identification focus：biological modification、（vi）search 
effort：thorough identification search。データセットのタンパク質同定の信頼性は、ペプチドの
逆配列に対するUniProtのマウスプロテオームデータベースの検索で得られるFDRに対して評
価された。FDRが10%より低いペプチドを抽出した。抽出したペプチドデータを用いて、マウス
イオンライブラリーを作成した。 
SWATH法で得られたデータと上記のマウスイオンライブラリーを用いて、Peakview Version 
2.0のSWATH Processing Micro Appで解析を行うことで、標的データの抽出を行った。解析時
には、生データをリテンションタイム6分の幅の抽出ウィンドウおよび次のパラメーターを用いて
ロードした。999ペプチド、99トランジション、peptide confidence>99%、FDR<10%、XIC幅50 
ppm。Peakview でデータを処理した後に、各サンプルで検出されたペプチドのトランジション
ごとのピークエリア情報を習得した。検出されたペプチドについて、本研究室で構築された
excel macroを用いて解析し、ペプチドごとに由来するタンパク質情報、アミノ酸配列の特異性、
同定されたペプチドの前後配列の情報を習得した。解析時にはより定量精度の高いペプチド
を選択するため、下記のクライテリアを適応し、解析対象ペプチドを抽出した。 
1. 標的タンパク質に特異的なペプチドのみを選択する 
2. 修飾の入ったペプチドを除く(カルボキシメチル化を受けたシステインを除く) 
3. C末端以外にKまたはRを含むペプチドを除く 
4. N末端がPまたはQのものを除く 
5. メチオニンまたはカルボキシメチル化を受けていないシステインを含むペプチドを除く 
6. NA, NGを含むペプチドを除く 
7. C末端の隣のアミノ酸がK, R, Pのペプチドを除く 
8. N末端の2つ隣のアミノ酸がK, Rのペプチドを除く 
9. N末端の隣のアミノ酸がK, R以外のペプチドを除く 
10. 細胞膜貫通領域に位置するペプチドを除く 
11. 当該ペプチドがタンパク質のC末端に位置する場合を除き、C末端側がK, R以外のペプチ
ドを除く 
 上記のクライテリアに加え、肝臓または大脳細胞質投与群で得られたペプチドのピークエリ
アが3 transition以上で5000 countsを超えるペプチドのみを解析対象として選択した。最終的
に残ったペプチドに関し、肝臓または大脳細胞質投与群で得られたペプチドの最も感度の良
い3 transition間のピークエリアを非投与コントロール群と比較し、ピークエリア比の平均が肝臓
または大脳細胞質投与群で2倍以上増加したペプチドの由来タンパク質を血液脳関門透過性
候補分子として同定した。同定されたペプチドの詳細はSupplemental Table S3-1, S3-2に示す。 
 
3-3. 肝臓細胞質タンパク質投与マウスにおける trypan blue 心臓灌流法を用いた血液脳関門
密着結合の評価 
イソフルラン(動物用, 株式会社インターベット)を用いてC57BL/6J JmsSlc(雄性、13週齢)に
麻酔をかけ、右経静脈から3-1に示す方法でビオチン化を行った肝臓細胞質タンパク質(320 
mg protein/kg)または生理食塩水を投与した。投与後2時間の時点で、10.8 mg/mLソムノペン
チル(共立製薬)160 µLを腹腔内投与し、麻酔下で開腹を行い、0.5% trypan blue及び2.5 
U/mL heparin含有PBS(-)を用いて心臓灌流(100 mL)を行い、脳を摘出した。摘出した脳を
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cold 4% paraform-aldehyde(PFA, Merck) in 0.1 M phosphate buffer (PB) (0.019 M NaH2PO4, 
0.081 M Na2HPO4)にO/Nで浸し固定を行った。固定後の脳を30% sucrose溶液で溶媒置換を
行った後、OTCコンパウンドに包埋し、cryostat (Leica, CM1900)を用いて大脳部位の50 μmの
切片を作成した。作成した脳切片を倒立型顕微鏡(Olympus, IX71)で観察した。  
 
3-4. マウス大脳及び大腿筋の cDNAの合成 
C57BL/6J (雄性, 8 週齢)をイソフルラン麻酔下で開腹し、PBS(-)による心臓灌流で脱血した
後、大脳及び大腿筋を摘出した。大腿筋は液体窒素で凍結し、パラフィルム上でハンマーで
細かく粉砕した。大脳及び粉砕した大腿筋約 100 mgをそれぞれテフロン性ホモジナイザーに
移し、Trizol reagent (Thermo)を 1 mL 添加した。氷上で組織片がなくなるまでストロークした。
ホモジナイズ後の溶液を 1.5 mLチューブに移し、さらに 23Gの注射針で 10回懸濁し、-80℃
で O/Nで保存した。凍結サンプルを室温に戻し、クロロホルムを 0.2 mL加え、上下に激しく振
り交ぜた。遠心分離(15,000rpm, 10 min, 4℃)を行い、上層を回収した。上層にイソプロパノー
ル 0.5 mLを加え、混和し、室温で 10 min静置した。さらに遠心分離(15,000rpm, 5 min, 4℃)
を行い、デカントで上清を捨てた。75%エタノールを 0.2 mL 加え、チューブの内壁を洗浄し、
遠心分離後(15,000rpm, 5 min, 4℃)にデカントで上清を捨てた。ペレットを風乾させ、そこに注
射用水 20-100 μL を加え、ペレットを溶解した。回収した total RNA の濃度は分光光度計
(GeneQuant 1300 Spectrophotometer, GE Healthcare)を用いて測定した。 
 回収した大脳及び筋肉の total RNA 5 μgに Oligo dT (100 μM, Takara) 1 μL、注射用水を加
え全量 12.5 μL とした後、70℃、10 min インキュベートした。氷上に 1 min以上静置し、そこに
5×Reaction buffer 4 μL (Toyobo)、ReverTra Ace 1 μL(Toyobo)、10 mM dNTPs 2 μLを加え、サ
ーマルサイクラーで反応させ(42℃:60 min, 99℃:5 min, 4℃:最終保存温度)、cDNA を合成し
た。 
 
3-5. マウス大脳及び大腿筋の cDNA からの creatine kinase B-type 及び M-type の遺伝子増
幅 
大脳及び筋肉の cDNA に、2×PrimeSTAR max premix (Takara) 10 µL、Forward 及び
Reverse primer (10 µM)それぞれ 0.6 µL、cDNA 300 ngを混合し、サーマルサイクラーで反応
させた(98℃:2 min, 35 cycle [98℃:10 sec, 55℃:5sec, 72℃:15 sec], 72℃:6 min, 4℃:最終保存
温度)。Primerは下記を用いた。 
◆大脳 cDNAからの CK-Bの増幅 
Forward primer: 5’-CTTAGGATCCATGCCCTTCTCCAACAGCC- 3’ 
Reverce primer: 5’-TATTGAATTCCTTCTGGGCCGGCATGAGGTC-3’ 
◆筋肉 cDNAからの CK-Mの増幅 
Forward primer: 5’-ATTAGGATCCATGCCGTTCGGCAACACCCAC-3’  
Reverce primer: 5’-TATTGAATTCCTTCTGCGCGGGGATCATGTCG-3’ 
なお上記の primer には下線で示した BamHI 切断サイト(GGATCC)及び EcoRI 切断サイト
(GAATTC)を付与してある。増幅した CK-B及び CK-Mの遺伝子を第 2節 2-11に示した手法
でアガロース電気泳動を行い、目的の塩基数に検出されたバンドを切り出し、GeneClean II Kit
を用いて、DNA の精製を行った。精製した DNA及び pET17b vector (320 ng, 第 2節 2-11 と
同一のもの)を BamHI及び EcoRIで切断し(37℃, 30 min)、第 2節 2-11に示した手法でアガ
ロース電気泳動を行い、目的の塩基数に検出されたバンドを切り出し、GeneClean II Kit を用
いて、DNA の精製を行った。BamHI及び EcoRIで切断した CK-B及び CK-Mの増幅 DNA 
(insert 側)及び pET17b vector (vector 側)を混合し、等量の 2xLigation Mix を加え、16℃、30
分インキュベートすることにより、ligation を行った。Ligation後の plasmid DNA を第 2節 2-10
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に示した方法で、DH5αに形質転換を行い、LB/Amp plateに培養液を播き、37℃、16 時間イ
ンキュベーションすることで形質転換が起こった DH5α のコロニーをセレクションした。さらに形
質転換が起こったDH5αの増幅、plasmidの精製を行うことで、ligation後の pET-17b-CK-B及
び-CK-M plasmid を回収した。Ligation 後の pET-17b-CK-B 及び-CK-M plasmid 500 ng に
primer 6.4 pmol、MQを加えた溶液 14 μLを調製し、plasmid DNAの塩基配列解析を株式会
社ファスマックに依頼した。Primer には 1 つのサンプルにつき、以下に塩基配列を示す T7 
promoter primer, CK-B and CK-M middle primers, T7 terminator primerの 3つを用いた。解析
結果を Multiple Sequence Alignment by CLUSTALW (https://www.genome.jp/tools-bin/ 
clustalw)を用いて、予測される配列と相同性を比較することで解析した。 
◆CK-B primers:T7 promoter primer (5’- TAATACGACTCACTATAGGG -3’),  
CK-B middle primer (5’- AACTACGTGCTGAGCTCGCGAGT -3’), 
T7 terminator primer (5’- GCTAGTTATT GCTCAGCGG -3’) 
◆CK-M primers:T7 promoter primer (5’- TAATACGACTCACTATAGGG -3’), 
 CK-M middle primer (5’- AACTATGTGCTGAGCAGCCGCGTG -3’), 
 T7 terminator primer (5’- GCTAGTTAT TGCTCAGCGG -3’) 
 
3-6. 大腸菌を用いたマウスリコンビナント CK-B及び CK-Mの合成 
BL21-C+に対し、第 2節 2-10に示す方法で pET17b-CK-B及び CK-Mの形質転換を行っ
た後、LB/Amp plateに培養液を播き、37℃、16 時間インキュベーションすることで形質転換が
起こった BL21-C+のコロニーをセレクションした。形質転換が起こった BL21-C+を 80-120 mL
の LB broth/Amp mediumに添加し、37℃でO/N震盪した。翌日培養液を 1-1.7 Lの LB broth
に添加し 37℃で震盪し、OD600 が 0.4~0.6 の値を示すまでインキュベートを行った。IPTG を
最終濃度 1 mM となるように添加し、さらに 30℃、3 時間インキュベートし、タンパク質の発現
誘導を行った。培養液を遠心(3,000g, 10 min, 4℃)し上清を除き、生理食塩水でペレットを懸
濁した後、再度培養液を遠心(3,000g, 10 min, 4℃)して上清を除いた。沈殿物にタンパク質溶
解バッファー(8 M urea, 100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris-HCl, pH 8.0)を加えて tip sonicator を
用いて大腸菌の破砕を行った。破砕液を窒素ガス細胞粉砕器に移し、nitrogen cavitation 法
(1000 psi, 15 min, 4℃)によってさらに破砕操作を行い、この溶液を遠心(15,000g, 10 min, 4℃)
して上清を可溶性画分として回収した。ペレットにさらにタンパク質溶解バッファーを加え、再
度 tip sonicatorで破砕を行った後、遠心 (15,000g, 10 min, 4℃) して上清を先の可溶性画分
とまとめて回収した。ペレットは不溶性画分として回収した。 
 
3-7. 大腸菌で合成したマウスリコンビナント CK-B 及び CK-M の HAT-tag 精製、リホールディ
ング及び Strep-tag精製 
 回収した可溶性画分から HisPur Cobalt Spin Columns, 1 mL volume を用いて CK-B及び
CK-Mを精製した。カラムにタンパク質溶解バッファーを 2 mL添加し、遠心(700g, 2 min, 4℃)
を行った。さらにタンパク質溶解バッファーを 2 mL加え、再度遠心(700g, 2 min, 4℃)を行い、
平衡化を行った。カラムに大腸菌合成タンパク質の可溶性画分を添加し、4℃で 30 分間転倒
混和を行うことで担体に吸着させた。その後、遠心(700g, 2 min, 4℃)により溶液を通液した 
(通液後溶液: flowthrough)。カラムに洗浄バッファー(6M urea, 50 mM Tris-HCl, 0.3 M NaCl, 
imidazole 10 mM, pH 8.0)を 3.5-4 mL添加し、遠心(700g, 2 min, 4℃)し、洗浄した。この操作
をさらに 4回繰り返すことで洗浄を行った。カラムにElution buffer (6 M urea, 150 mM imidazole, 
50 mM Tris-HCl, 0.3 M NaCl, pH 8.0)を 1 mL添加し、遠心(700g, 2 min, 4℃)により目的タンパ
ク質の回収をおこなった。この操作を 8回繰り返す(Elute 1~8)ことで CK-B及び CK-Mの溶出
を行った。 
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 限外濾過フィルター(Amicon Ultra, 15 mL, 10 kDa)に 15 mLの 1% BSA in PBS(-)を加え室
温で O/Nで保存した(限外濾過フィルターへのタンパク質非選択的吸着の抑制)。BSA をデカ
ントで除去し、MQ を加えて洗浄後、さらに MQ 15 mL を加え、dead stock まで遠心(5,000g, 
RT)を行いフィルターの洗浄を行った。MQを取り除き、そこに HAT-tag精製を行った CK-B及
び CK-M を添加し、700 μL 程度になるまで遠心濃縮(5,000g, RT)を行った。濃縮後の溶液を
refolding buffer (5 mM DTT, 0.5 M NaCl, 50 mM Tris-HCl, pH 8.3) 41.3 mLに移し、urea濃度
を 0.1 M 以下に希釈を行い、4℃、24 時間静置することで refolding を行った。可溶化剤変性
条件下の CKは可溶化剤濃度を 0.1 M以下に希釈し、4℃、24時間静置することで、refolding
時の凝集を抑制しつつ、再活性化が可能であることが報告されている(Li et al., 2006)。また
refolding時に 0.5 M NaClを共存させることで、refolding過程における凝集の抑制が可能であ
ることが報告されている(Hahn et al., 2003)。そこで、本研究では、上記の条件を用いて CK-B
及び CK-Mの dimetric formへのリフォールディングをおこなった。 
Refolding後の CK-BB及び CK-MMを Strep-Tactin Sepharose Columnを用いて精製した。
カラムに refolding bufferを 1 mL添加し通液後、さらに 2 mLを添加し通液させることで平衡化
を行った。カラムの通液は重力による自然落下にて行った。カラムに refolding後の CK-BBお
よび CK-MM を添加し、カラムを通液させた。全ての溶液を通液した後、カラムに洗浄バッファ
ーとして extracellular fluid (ECF, 122 mM NaCl, 25 mM NaHCO3, 3 mM KCl, 0.4 mM K2HPO4, 
10 mM D-glucose, 1.4 mM CaCl2, 1.2 mM MgSO4, 10 mM HEPES, pH 7.4, 300 ± 20 mOsm)を
2 mL 添加し、通液操作を 5 回繰り返すことで洗浄を行った。そして、カラムに Elution buffer 
(ECF buffer containing 2.5 mM desthiobiotin)を 250-500 μL添加し、通液する操作を繰り返し
(total 4 mL)、CK-BBおよび CK-MMの溶出を行った。 
精製を行った CK-BBおよび CK-MMを 5 μL分取し、4 μLの 0.1 M Tris-HCl(pH8.5)を加
えた。50 μg/uL DTTを 1 μL加え、25℃で 1時間反応させた。そこに 50 µg/uL IAAを 2.5 µL
加え、25℃で 1時間遮光下で反応させた。0.1 M Tris HCl を 33 µL及び 1% ProteaseMaxを
2.5 µL加え、0.5 µg/uL Lys-Cを 1 µL加え、30℃で 3時間インキュベートした。さらに 0.5 µg/μL 
trypsinを 1 µL加え、37℃、16時間反応させ、酵素消化を行った。 
酵素消化物に、Reference peptide^VI 及び^LF の安定同位体標識体ペプチドを添加し、
LC-MS/MSを用いて、CK-BB及び CK-MM酵素消化物中の reference peptideの量をピーク
エリアの相対比較から定量解析し、両端の reference peptide の定量値の平均から CK-BB 及
び CK-MMの濃度を決定した。LC-MS/MSの測定条件を下記に示す。 
◆LC-MS/MS: QTRAP5500(AB SCIEX, Framingham, MA) equipped with a Turbo V ion source 
(AB SCIEX) and coupled with a micro LC system (expert microLC 200; Eksigent Technologies, 
Dublin, CA, USA) 
Analytical column: HALO Fused-Core C18 column (2.7 μm, 100 mm × 0.5 mm, 90 Å, Eksigent 
Technologies) 
Mobile phase: (A) 0.1% formic acid/MQ (B) 0.1% formic acid/acetonitrile 
Flow rate: 10 μL/min 
Gradient: 99%A:1% B (0−2 min), a linear gradient of 99%A:1%B to 70%A:30% B (2−17 min), 
increased to 0%A:100% B (17−20 min), maintained at 0%A:100% B (20−22 min), reduced to 
99%A:1% B (22−24 min), and then maintained at 99%A:1% B (24−30 min) 
Ionization: ESI positive ionization mode 
SRM/MRM transitionはSupplemental Table S3-3に示す。 
 
 
 
- 113 - 
 
3-8. hCMEC/D3細胞の培養 
ヒト血液脳関門in vitro モデルとしてDr. Pierre-Olivier Couraud (Department of Cell Biology, 
Institute Cochin, Paris, France)から提供して頂いた、不死化ヒト脳毛細血管内皮細胞株である
hCMEC/D3細胞を用いた。培地として0.2% EndoGRO LS supplement, 5 ng/mL rh EGF, 10 mM 
L-glutamine, 1 μg/mL hydrocortisone hemisuccinate, 0.75 U/mL heparin sulfate, 50 μg/mL 
ascorbic acid, 1 ng/mL bFGF, 5% fetal bovine serum (FBS)を含むEndoGRO basal medium 
(Merck Millipore)を用いた。培養は加湿された5% CO2/air下、37℃で行い、培養容器として細
胞を播種する直前にrat Collagen type I (Cultrex)によって1 時間コラーゲンコートしたdish 
(Corning Incorporated, NY)を用いた。細胞の継代は、confluentに達した時に、0.25% tripsin-
EDTAを用いて培養dishから剥がし、1.0-2.0×105 cells/mLになるように培地で希釈して、新し
い容器に播きなおすことで行った。細胞を長期間使用しない場合は5% DMSO, 95% FBS に
2.0×106 cells /tube の割合で懸濁した細胞をクライオチューブに分注し、液体窒素中で保存
した。 
 
3-9. Transwell上に培養したhCMEC/D3細胞により構築したin vitro血液脳関門のCK-BB及び
CK-MMの透過実験 
hCMEC/D3細胞をtranswell(6.5 mm, 0.4 μm pore size, polycarbonate, Corning International, 
Inc.)のinsert上に播種し、insert及びwell plateに3-8に示した培地を添加し、7日間培養した。な
お培養開始後3日目及び6日目に培地を交換した。培養7日目に、insert及びwell plate内の培
地を除去し、ECF bufferを加え、ECF bufferを除去することでwellを洗浄した。この操作を再度
繰り返した。Well plateに37℃または4℃のECF buffer 400 μLを加え、insertに37℃または4℃の
リコンビナントCK-BBまたはCK-MMを50 μL添加し、37℃または4℃で3時間インキュベートし
た。各CKは、CK-BB(1.57±0.07 μM)及びCK-MM(1.65±0.07 μM)の濃度で暴露した(LC-
MS/MSによる実測値)。インキュベート後、insert内及びwell plate内の溶液を回収した。また、
insert上のhCMEC/D3細胞をPBS(-)を用いて3回washした後、insert上のhCMEC/D3細胞が培
養されているメンブレンを切断し、1.5 mLチューブに移した。そこに50 μLの1/1000量の125 
mM PMSF及び1/100量のprotease inhibitor cocktailを含むhypotonic bufferを添加し、 tip 
sonicatorで処理することで細胞を破砕した。hCMEC/D3細胞のタンパク質濃度はDC-protein 
assay kit を用いて、Lowry法により測定した。 
 hCMEC/D3細胞の破砕物(25 μL)、transwellの insert内の溶液(1 μL)、well plate内の溶液
(100 μL)を 1.5 mLチューブに分取し、centrifugal concentrator CC-105 (TOMY)を用いて heat 
off、1-2時間で減圧遠心により溶液を除去した。溶液除去後のチューブに 9 μLの 6M urea in 
0.1 M Tris-HCl (pH8.5)を加え溶解後、50 μg/uL DTTを 1 μL加え、25℃で 1時間反応させた。
そこに 50 µg/uL IAAを 2.5 µL加え、25℃で 1時間、遮光下で反応させた。0.1M Tris HCl を
35.5 µL 加え、0.5 µg/uL Lys-C を 1 µL 加え、30℃で 3 時間インキュベートする。さらに 0.5 
µg/μL trypsinを 1 µL加え、37℃、16時間反応させ、酵素消化を行った。 
QTRAP5500を用いたQTAPにおける検量線の作成用に、段階的に希釈した化学合成非標
識ペプチド溶液 (0-1000 fmol/injection)を作成し、そこに安定同位体標識ペプチド (100 
fmol/injection)を添加し、希釈系列を作成した。 
酵素消化を行ったhCMEC/D3細胞及びwell plate内の溶液にreference peptide^VI及びLF
の安定同位体ペプチドを添加し、検量線サンプルとともに第2節2-7の手法で脱塩を行い、
0.1%ギ酸に再溶解し、LC-MS/MSを用いてreferenceペプチドの測定を行った。Transwell 
insert内の溶液の酵素消化物は、一部を分取し、そこにreference peptide^VI及びLFの安定同
位体ペプチドを添加し、0.1%となるようにギ酸を添加し、LC-MS/MSで測定した。 
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QTRAP5500の測定データは、Analyst (AB SCIEX)を用いて各SRM/MRM transitionのデー
タを抽出し、研究室で独自に開発した自動解析ソフト(MRM Quantitation System, 三井情報
株式会社)を用いてピーク解析を行った。データの解析は、第2節2-9に示した手法を用い、定
量値の算出を行った。なお、QTRAP5500の解析では、サンプル由来のピーク面積が1000 
countsを超え、なおかつ安定同位体標識体と同一のretention timeに検出された場合にポジテ
ィブピークとして扱った。 
LC-MS/MSの測定条件は第3節3-7に示した条件と同様である。各サンプルにおけるCK-BB
またはCK-MMの濃度は、N末端及びC末端にそれぞれ組みこまれたreference peptide^VI及
び^LFの量の平均から算出した。 
◆Apical方向(insert側)からbasolateral方向(well plate側)への透過速度は、transflux rateとし、
下記の式で計算した。 
Transflux rate (μL/cm2) = total amount (fmol) of CK in the bottom compartment/CK 
concentration in the inset chamber (fmol/μL)/cell growth area in the inset chamber (0.33 cm2) 
◆Apical方向(insert側)からhCMEC/D3細胞内への内在化速度は、influx rateとし、下記の式
で計算した。 
Influx rate (μL/cm2) = total uptake amount (fmol) of CK in hCMEC/D3 cells/CK concentration 
in the inset chamber (fmol/μL)/cell growth area in the inset chamber (0.33 cm2) 
◆Apical方向(insert側)からbasolateral方向(well plate側)への見かけの透過係数(Papp)は下記
の式で計算した。 
Papp (cm/s) = the permeability rate of CK from the inset chamber to the bottom compartment 
(fmol/s) / (cell growth area in the inset chamber (0.33 cm2) / *initial CK concentration in the inset 
chamber (fmol/mL) 
*Initial CK concentrationは下記の式から算出した 
Initial CK concentration (fmol/mL) = (total amount (fmol) of CK left in the inset chamber after 
transwell assay incubation + total amount (fmol) of CK internalized in hCMEC/D3 cells + total 
amount (fmol) of CK in the bottom compartment) / medium volume in the inset chamber (mL) 
 
3-10. ウサギCK-MMのマウスへの静脈内投与後の大脳細胞質画分への移行性の解析 
 C57BL/6J Jmslcマウス(雄性, 8週齢)に10.8 mg/mLソムノペンチル(共立製薬)160 µLを腹腔内
投与し、麻酔下で頸静脈からウサギ筋肉由来creatine kinase MM (232 nmol/mouse)を投与し、
12時間放置した。なお投与後のマウスは37℃に加温したホットプレート上で麻酔から起きるま
で静置し、その後ケージ内に戻し飼育した。12時間後に再度麻酔をかけ、PBS(-)を用いて心
臓灌流(約20 mL)を行った。灌流後、脳を摘出し、小脳および嗅球を除いた大脳を採取した。 
採取した大脳を用いて、第3節3-1に示した方法でcytosol画分を調製した。Cytosol画分を限界
濾過カラム(Concentrators, Spin 5K MWCO, Agilent Technologies)で濃縮後、第3節3-9の方法
でtrypsin消化を行いペプチド断片とした。酵素消化物を第2節2-7に示した方法で脱塩を行い、
3100 OFFGEL Fractionator (Agilent Technologies Inc., Böblingen, Baden-Württemberg, 
Germany)によって3から10のpH範囲で12フラクションに分画した。分画後のフラクション1を回
収し、脱塩を行った後、QTRAP5500で解析した(SRM/MRM transition: Q1/Q3:598.8/559.3)。
LC-MS/MSの測定条件を下記に示す。 
◆LC-MS/MS: QTRAP5500(AB SCIEX, Framingham, MA) equipped with a Turbo V ion source 
(AB SCIEX) and coupled with a micro LC system (expert microLC 200; Eksigent Technologies, 
Dublin, CA, USA) 
Analytical column: HALO Fused-Core C18 column (2.7 μm, 100 mm × 0.5 mm, 90 Å, Eksigent 
Technologies) 
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Mobile phase: (A) 0.1% formic acid/MQ (B) 0.1% formic acid/acetonitrile 
Flow rate: 10 μL/min 
Gradient: 99%A:1% B (0−2 min), a linear gradient of 99%A:1%B to 50%A:50% B (2−32 min), 
increased to 0%A:100% B (32−35 min), maintained at 0%A:100% B (35−37 min), reduced to 
99%A:1% B (37−39 min), and then maintained at 99%A:1% B (39−55 min) 
Ionization: ESI positive ionization mode 
SRM/MRM transitionはSupplemental Table S3-3に示す。 
 
3-11. ウサギCK-MMを用いたマウス大脳への移行性のintegration plot解析 
 C57Bl/6J JmsSlc(雄性, 8週齢)をイソフルランにより吸入麻酔を行い、経静脈からウサギCK-
MM (598 nmol/kg) in Ringer hepes buffer(141 mM NaCl, 4 mM KCl, 2.8 mM CaCl2, 10 mM 
HEPES)を投与した。投与後、1, 2.5, 5, 10, 15, 30, 60, 180, 360, 720 min後に頸静脈から全血を
採取し、ヘパリン20 Uを分注したチューブに回収後、遠心(10,000rpm, 4℃, 5 min)を行い上清
を血漿として回収した。また、投与後、30, 60, 180, 360 min後において、イソフルラン麻酔下で、
脳を摘出し、小脳および嗅球を除いた大脳を採取した。以下の操作は氷上で行った。採取し
た大脳の2/3を用いて全大脳画分を調製し、残りの1/3を用いてcapillary depletion法を用いて
大脳実質画分と大脳血管画分を調製した。全大脳画分は、大脳に5倍重量の1/1000量の125 
mM PMSF及び 1/100量の protease inhibitor cocktailを含む hypotonic bufferを加え、 tip 
sonicatorを用いて組織を破砕することで調製した。大脳実質画分及び大脳血管画分の調製
は基本的に、過去の報告を基に行った(Triguero et al., 1990)。摘出した大脳を秤量皿でハサミ
を用いて粘り気が出るまでミンスし、脳重量の4倍量の1/1000量の125 mM PMSF及び1/100量
のprotease inhibitor cocktailを含む生理的緩衝液(10 mM HEPES, 141 mM NaCl, 4 mM KCl, 
1 mM NaH2PO4, 2.8 mM CaCl2, 1 mM MgSO4, 10 mM D-glucose, pH 7.4)を用いてテフロン製
ホモジナイザーに移した。ホモジナイザーを回転させず20ストロークし、そこに、脳重量の5倍
量の32% dextranを加え、さらに3ストロークし混合した。混合液を1.5 mLチューブに移し、遠心
(5,400g, 15 min, 4℃)を行い、上清を回収した。遠心後の1.5 mLチューブの外壁に付着した溶
液をふき取り、ペレットにhypotonic bufferを加え、tip sonicatorで破砕することで大脳血管画分
として回収した。先に回収した上清からdextranを除去するために、最終濃度20%となるように
100%トリクロロ酢酸(Wako)を加え、voltexで懸濁した後、氷上で30 min静置した。静置後、遠
心(12,000g, 5 min, 4℃)を行い、上清を除去した。ペレットに20% TCAを含む生理的緩衝液を
加え、tip sonicatorで懸濁した後、再度遠心(12,000g, 5 min, 4℃)を行い、上清を除去した。
TCAを除去するため、ペレットに氷冷アセトンを加え、tip sonicatorで懸濁後、遠心(12,000g, 5 
min, 4℃)を行い、上清を除去した。この操作を再度繰り返した。その後、heat off、10 min程度
減圧遠心を行いアセトンを完全に除去した後、8 M urea/0.1% Tween/0.1% Triton-X in TBSを
加え、室温で10 min振盪した。振盪後、tip sonicatorを用いてペレットを溶解させ、そこに0.1% 
Tween/0.1% Triton-X in TBSを加え最終urea濃度0.8 Mに希釈し、大脳実質画分として回収し
た。血漿、全大脳画分、大脳実質画分、大脳血管画分のタンパク質濃度はDC-protein assay 
kitを用いて、Lowry法により測定した。 
血漿サンプル、全大脳画分、大脳実質画分、大脳血管画分をheat off、1時間減圧遠心した
後、第3節3-9の方法を用いてtrypsin消化を行った。酵素消化物にウサギcreatine kinase Mに
特異的なペプチド配列(SEEEYPDLSK)の安定同位体標識体ペプチドを添加し、第2節2-7に示
した方法で脱塩し、第3節3-7に示した条件でLC-MS/MSで測定を行った。サンプルの測定で
得られた、安定同位体標識体に対するサンプル由来のウサギCK-Mペプチドのピークエリア比
を算出し、ウサギCK-MMの非標識ペプチド及び安定同位体標識ペプチドから作成した検量
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線にあてはめ、各サンプル中のウサギCK-MM濃度を算出した(データ解析法の詳細は第2節
2-9, 第3節3-9に記載)。 
 ウサギCK-MMの投与後の血中濃度推移(Fig. 3-9)をMULTI program(Yamaoka et al., 1981)
でコンパートメントモデル解析し、薬物動態パラメーターを算出し(Table 3-2)、血中濃度-時間
曲線の近似式を算出した。なお血中濃度推移を1または2-コンパートメントモデルでfittingした
結果、2-コンパートメントモデルがより低いAkaike's Information Criterion (AIC)値を提示したた
め、薬物動態パラメーターは2-コンパートメントモデルを用いて解析した。全大脳画分、大脳実
質画分、大脳血管画分から得られた各サンプル中のウサギCK-MM濃度をその時の血中濃度
で除することでKp値を算出した。得られたKp値を、脳摘出時間までの血中濃度-時間曲線下
面積(area under the plasma concentration-time curve : AUC)をその時の血中濃度で除した時間
(normalized time: AUC(0-t)/Ctot, p(t))に対してプロットすることでintegration plotを作成した。
Integration plotの傾きから血液から全大脳画分または大脳実質画分への移行速度(μL/min/g 
brain)及び、血液から大脳血管画分への蓄積速度(μL/min/g brain)を算出した。 
Kp(μL g brain⁄ ) =  
Brain concentration (fmol g brain⁄ )
Plasma concentration (fmol μL⁄ )
 
AUC (t) = ∫ Ctot,plasma(t) dt
t
0
 
Normalized time (min) =  
AUC (0 − t)
Ctot,plasma (t)
 
 
3-12. 蛍光免疫染色法によるhCMEC/D3細胞におけるウサギCK-MMの細胞内内在化の解
析 
4 well cultureスライド(BD falcon)に第3節3-8に示した方法でhCMEC/D3細胞をconfluentまで
培養した。培地を除去し、ECF bufferでwashした後、7.65 µMウサギCK-MMを添加し、37℃ま
たは4℃で3時間培養した。培養後、上清を除去し、PBS(-)で3回洗浄後、4% PFA in 0.1 M PB
を加え、常温で30 min反応させることで固定処理を行った。溶液を除去後、PBS(-)で3回洗浄
し、抗体浸透処理液(90%メタノール, 5 %酢酸)を添加し、-20℃で10 min静置した。溶液を除去
後、1% Triton-X in PBSを添加して、室温で30 min静置した。溶液を除去後、PBS(-)で3回洗浄
し、10%ヤギ血清を添加し、室温で30 min静置しブロッキングした。溶液を除去後、3% BSA in 
PBS(-)で希釈したanti-creatine kinase MM antibody (Abcam, ab151465, 1:500)を添加し、4℃で
O/N静置した。一次抗体を除去後、PBS(-)で3回washした後、0.2% BSA in PBS(-)で希釈した
donkey anti-rabbit IgG Alexa546 (Invitrogen)を添加し、室温にて遮光下で1時間反応させた。
二次抗体を除去後、PBS(-)で3回washし、PBS(-)で1 μg/mLに調製した4’,6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI)溶液を添加し、室温で30 min反応させた。DAPIを除去後、PBSで1回
washし、ベクターシールドで封入後、共焦点レーザー顕微鏡(LSM 800, Zeiss)で観察した。 
 
3-13. MEF及びPEA-13細胞の培養 
Mouse embryonic fibroblasts (MEF)及びそのLRP-1欠損細胞株であるPEA13細胞は、10% 
fetal bovin serum及び1% penicillin-streptmycinを含むDulbecco's modified Eagle medium 
(High glucose, total 4.5 g/L glucose)培地で培養した。細胞の継代は、confluent に達した時に
0.05% tripsin-EDTAを用いて培養dishから剥がし、2×105 cells/mLになるように培地で希釈し
て、新しい容器に播きなおすことで行った。細胞を長期間使用しない場合はセルバンカーに
0.5~5×106 cells /tube の割合で懸濁した細胞をクライオチューブに分注し、液体窒素中で保
存した。 
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3-14. hCMEC/D3細胞におけるウサギCK-MMのuptake実験 
hCMEC/D3細胞を第3節3-8に示した方法で、またはMEF及びPEA13細胞を第3節3-13に示
した方法で、6 well plateまたは12 well plateに培養し、confluentまで培養した。上清を除去し、
ECF bufferにて細胞をwashした後、ウサギCK-MMを暴露し、一定時間培養後、培養上清を回
収した。細胞をPBSでwashし、細胞を回収後、氷冷hypotonic bufferを加え、tip sonicatorで細
胞を破砕した。得られた細胞破砕液のタンパク質濃度は、DC-protein assay kit を用いて、
Lowry 法により測定した。 
 各実験のウサギCK-MM暴露条件は、下記に示すとおりである。なお暴露時のウサギCK-
MM濃度は培養後に回収した培養上清を、LC-MS/MSで定量解析した実測値を示している。 
hCMEC/D3細胞における濃度依存的なウサギCK-MMのuptake実験では、0.1 μMを最低濃
度とし、5倍刻みで最大62.5 µMまでの濃度のウサギCK-MM溶液をECF bufferを用いて調製し
(実測濃度0.156-62.3 μM)、hCMEC/D3細胞に暴露後、37℃または4℃で3時間インキュベート
した。 
hCMEC/D3細胞におけるウサギCK-MM、ヒトholo-transferrin (hTf)、BSAのuptake実験では、
ECF bufferで調製した5.93±0.11 μM ウサギCK-MM、9.40±0.22 μM hTf, and 5.66±0.07 μM 
BSAの混合液をhCMEC/D3細胞に暴露し、37℃または4℃で3時間インキュベートした。 
hCMEC/D3細胞におけるエンドサイトーシス阻害剤共存下でのウサギCK-MMのuptake実
験では、 hCMEC/D3細胞をまず、ECF bufferに溶解した5 μg/mLのクロルプロマジン
(chlorpromazine, CPZ, wako)または100 μMアミロライド (5-(N-ethyl-N-isopropyl)amiloride, 
EIPA)で30 min、または5 mM メチルβシクロデキストリン(methyl-β-cyclodextrin, MβCD)で1 h、
37℃条件でプレインキュベートを行った。培地を除去後、ECF buffer中にCPZまたはEIPAを含
んだ2.96±0.07 μMのウサギCK-MMまたはMβCDを含まない2.96±0.07 μMのウサギCK-MMを
hCMEC/D3細胞に暴露し、37℃で1時間インキュベートした。 
MEF及びPEA13細胞におけるウサギCK-MMのuptake実験では、ECF bufferで調製した
1.23±0.04 μMのウサギCK-MMを暴露し、37℃で1時間インキュベートした。 
回収した培養上清及びhCMEC/D3細胞は、第3節3-9の方法を用いてtrypsin消化を行った。
酵素消化物にウサギcreatine kinase Mまたはウサギcreatine kinase M及びhTf、BSAの定量用
安定同位体標識体ペプチドを添加し、第2節2-7に示した方法で脱塩し、第3節3-7に示した条
件でLC-MS/MSで測定を行い、培養液中のウサギCK-MM濃度及びhCMEC/D3細胞中の
CK-MM濃度を解析した。(データ解析法の詳細は第2節2-9, 第3節3-9に記載)。 
得られた濃度を用いて、細胞内への内在化活性をcell-to-medium ratio (C/M ratio)または
influx rateとして下記の式で計算した。 
◆C/M ratio (μL/mg protein) = intracellular uptake amount (fmol/mg protein) 
/medium concentration (fmol/μL) 
◆Influx rate (fmol/mg protein/min) = intracellular uptake amount (fmol/mg proteins) 
/exposure time (min). 
 
3-15. 統計解析 
統計解析は、F検定によって等分散を検定し、以下の手法を選択した。等分散の場合は
twotaild Student’s t-test、不等分散の場合は、two-tailed Welch’s testによって群間の比較を 
行った。p値は0.05以下を有意な変動とした定義した。 
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第 6章 Supplemental information 
Supplemental Fig. S2-1 Amino acid sequence of CD-I standard protein 
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Supplemental Fig. S2-2 Amino acid sequence of CD-II standard protein 
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Supplemental Table S2-1. Target peptide transitions for quantification of adhesion 
molecules, transporters, receptors and a tight junction-related protein for 
quantitative targeted absolute proteomics with chemically synthesized internal 
standard peptides 
UniProt 
Accession 
No. 
Alias St/Is Probe Sequence 
Transitions (m/z) 
  TOF range (m/z ± 0.025) 
Q1 Q3-1 Q3-2 Q3-3 Q3-4 
Adhesion molecules 
      
P24063 
CD11a/Integrin 
alpha-L 
St FGAAITALTDINGDR 767.9 347.1714  460.2554  1075.5378  574.2944  
Is FGAAITALTDINGDR* 772.9 347.1714  460.2554  1085.5378  584.2944  
P11835 CD18/Integrin beta-2 
St LGAILTPNDGR 563.8 355.2340  659.3107  772.3948  468.3180  
Is LGAILTPNDGR* 568.8 355.2340  669.3107  782.3948  468.3180  
P09055 CD29/Integrin beta-1 
St GEFFNELVGQQR 712.4 488.2576  587.3260  334.1397  303.1775  
Is GEFFNELVGQQR* 717.4 498.2576  597.3260  334.1397  313.1775  
Q00651 
CD49d/Integrin 
alpha-4 
St GAVYIYNGR 506.8 509.2467  391.1976  622.3307  785.3941  
Is GAVYIYNGR* 511.8 519.2467  391.1976  632.3307  795.3941  
P13597 
CD54/Intercellular 
adhesion molecule 1 
St LDTPDLLEVGTQQK 778.9 614.3326  561.2991  330.1660  1227.6579  
Is LDTPDLLEVGTQQK* 782.9 618.3326  569.2991  330.1660  1235.6579  
Q00690 CD62E/E-selectin 
St EEINYLNSNLK 668.8 575.3148  688.3988  965.5051  851.4621  
Is EEINYLNSNLK* 672.8 583.3148  696.3988  973.5051  859.4621  
Q01102 CD62P/P-selectin 
St WTWVGTNK 496.3 261.1557  419.2249  288.1343  704.3726  
Is WTWVGTNK* 500.3 269.1557  427.2249  288.1343  712.3726  
P35330 
CD102/Intercellular 
adhesion molecule 2 
St VYQPPAQVTLK 622.4 391.1976  853.5142  491.2900  427.2607  
Is VYQPPAQVTLK* 626.4 391.1976  861.5142  495.2900  431.2607  
P29533 
CD106/Vascular cell 
adhesion protein 1 
St TQTDSPLNGVVR 643.8 1057.5636  754.4570  331.1612  841.4890  
Is TQTDSPLNGVVR* 648.8 1067.5636  764.4570  331.1612  851.4890  
Q62170 
CD162/P-selectin 
glycoprotein ligand 1 
St EAPGPVHLR 325.9 388.2323  339.7059  425.2619  311.1952  
Is EAPGPVHLR* 329.2 393.2323  344.7059  435.2619  316.1952  
ABC transporters 
       
P21447 Mdr1a 
St NTTGALTTR 467.8  618.3571  719.4048  490.2985  561.3356  
Is NTTGAL*TTR 471.3  625.3743  726.4220  497.3157  568.3528  
P06795 Mdr1b 
St EAVDEDVPLVSFWR 831.4  1118.5993  1003.5724  904.5040  807.4512  
Is EAVDEDVPLVSF*WR 836.4  1128.6265  1013.5996  914.5312  817.4784  
Q9QY30 Bsep 
St STALQLIQR 515.3  529.3458  529.3458  529.3458  529.3458  
Is STALQL*IQR 518.8  536.3630  536.3630  536.3630  536.3630  
O35379 Mrp1 
St TPSGNLVNR 479.3  759.4108  672.3788  501.3144  615.3573  
Is TPSGNL*VNR 482.8  766.4280  679.3960  508.3316  622.3745  
B7ZWC5 Mrp4 
St APVLFFDR 482.8  584.2827  697.3668  796.4352  893.4880  
Is APVL*FFDR 486.3  584.2827  704.3840  803.4524  900.5052  
Q7TMS5 Bcrp 
St SSLLDVLAAR 522.8  644.3726  757.4567  529.3457  430.2773  
Is SSLLDVL*AAR 526.3  651.3898  764.4739  536.3629  437.2945  
SLC transporters 
       
P17809 Glut1 
St TFDEIASGFR 571.7  537.2780  894.4316  779.4047  650.3621  
Is TFDEIA*SGFR 573.7  541.2851  898.4387  783.4118  654.3692  
P32037 Glut3 
St TFEDIAR 426.2  603.3097  474.2671  359.2402  750.3781  
Is TFEDIA*R 428.2  607.3168  478.2742  363.2473  754.3852  
P53986 Mct1 St SDANTDLIGGSPK 637.8  887.4835  786.4358  558.3248  445.2407  
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Is SDANTDL*IGGSPK 641.3  894.5007  793.4530  558.3248  445.2407  
O88909 Oat3 
St YGLSDLFR 485.8  807.4360  750.4145  637.3304  550.2984  
Is YGLSDL*FR 489.3  814.4532  757.4317  644.3476  557.3156  
Q60714 Fatp1 
St LLPQVDTTGTFK 660.4  1093.5526  227.1757  868.4412  769.3728  
Is LLPQVDTTGTF*K 665.4  1103.5798  227.1757  878.4684  779.4000  
Q9JIM1 Ent1 
St ALADPTVALPAR 597.8  824.4990  527.3301  456.2930  343.2089  
Is ALADPTVALPA*R 599.8  828.5061  531.3372  460.3001  347.2160  
Receptors 
        
P15208 Insr 
St ESLVISGLR 487.3  545.3407  757.4932  644.4091  432.2566  
Is ESLVISGL*R 490.8  552.3579  764.5104  651.4263  439.2738  
Q91ZX7 Lrp1 
St GDYSVLVPGLR 588.3  442.2774  753.4983  654.4299  541.3458  
Is GDYSVLVPGL*R 591.8  449.2946  760.5155  661.4471  548.3630  
A2ARV4 Lrp2 
St VTLITENLGHPR 675.4  822.4218  1149.6377  1036.5536  923.4695  
Is VTLITENL*GHPR 678.9  829.4390  1156.6549  1043.5708  930.4867  
Tight junction-related protein 
       
O54942 Claudin-5 
St EFYDPTVPVSQK 705.3  970.5205  855.4936  657.3931  558.3247  
Is EFYDPTVPV*SQK 708.3  976.5343  861.5074  663.4069  564.3385  
Marker proteins and others 
       
Q8VDN2, 
Q6PIE5, 
Q6PIC6 
Na+/K+ ATPase 
(α1, α2, α3 subunits) 
St AAVPDAVGK 414.2  685.3880  586.3196  489.2668  374.2399  
Is AAVPDAV*GK 417.2  691.4018  592.3334  495.2806  380.2537  
Q9QUM0 
CD41/Integrin alpha-
IIb 
St VYLFLQPK 504.3 745.4607  632.3766  376.2231  485.3082  
Is VYLFLQPK* 508.3 753.4607  640.3766  376.2231  493.3082  
Q60928 γ-Gtp 
St LFQPSIQLAR 586.8  784.4677  487.2988  912.5263  687.4149  
Is LFQPSIQL*AR 590.3  791.4849  494.3160  919.5435  694.4321  
P18572 Basigin 
St YVVVSTPEK 511.3  858.4932  759.4248  660.3564  561.2880  
Is YVVVSTP*EK 514.3  864.5070  765.4386  666.3702  567.3018  
 
Reference_VI 
(Ref_VI) 
St VIAPVLGR 412.8  612.3828  541.3457  213.1598  444.2929  
 
Is VIAPVLGR* 417.8  622.3910  551.3539  213.1598  454.3012  
 
Isa VIAPVLGR 418.3  621.3561  549.3219  215.1538  451.2721  
 
Reference_LF 
(Ref_LF) 
St LFGPSIPLAR 535.8  810.4832  456.2929  753.4617  656.4090  
 
Is LFGPSIPLAR* 540.8  820.4915  466.3012  763.4700  666.4173  
  Isa LFGPSIPLAR 542.3  821.4506  463.2721  763.4321  665.3823  
Bold amino acids with an asterisk (*) were labeled with stable isotopes (13C and 15N). In 
the peptides Ref_VI and Ref_LF, all amino acids in the internal standard peptides (Isa) 
were labeled with stable isotope (15N). 
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Supplemental Table S2-2. Selected target peptides of CD antigens 
UniProt 
Accession 
No. 
Gene 
symbol 
Alias Probe Sequence 
 
Transitions (m/z) 
Q1 
P11609 Cd1d1 CD1d1/Antigen-presenting glycoprotein CD1d1 CLQMSSFANR 615.3 
P11610 Cd1d2 CD1d2/Antigen-presenting glycoprotein CD1d2 GTSWQR 367.7 
P08920 Cd2 CD2/T-cell surface antigen CD2 LYQGETLLNSLPQK 802.4 
P04235 Cd3d CD3d/T-cell surface glycoprotein CD3 delta chain NEQLYQPLR 580.8 
P22646 Cd3e 
CD3e/T-cell surface glycoprotein CD3 epsilon 
chain 
NTYLYLK 457.8 
P11942 Cd3g 
CD3g/T-cell surface glycoprotein CD3 gamma 
chain 
ETSNPLQVYYR 685.3 
P06332 Cd4 CD4/T-cell surface glycoprotein CD4 GSFPLIINK 494.8 
P13379 Cd5 CD5/T-cell surface glycoprotein CD5 NSHLSAYPALEGALHR 434.7 
Q61003 Cd6 CD6/T-cell differentiation antigen CD6 VPVTIESSVPVSVK 720.9 
P50283 Cd7 CD7/T-cell antigen CD7 QEPTVDR 422.7 
P01731 Cd8a CD8a/T-cell surface glycoprotein CD8 alpha chain LPQPTFVVYMASSHNK 612.3 
P10300 Cd8b CD8b/T-cell surface glycoprotein CD8 beta chain MVFGTGTK 428.7 
P40240 Cd9 CD9/CD9 antigen ELQEFYK 478.7 
Q61391 Mme CD10/Neprilysin IGYPDDIISNENK 739.4 
P24063 Itgal CD11a/Integrin alpha-L IQGAQVFPGIR 593.3 
P05555 Itgam CD11b/Integrin alpha-M FGDPLDYK 477.7 
Q9QXH4 Itgax CD11c/Integrin alpha-X TTFQLELPVK 588.3 
Q3V0T4 Itgad CD11d/Integrin alpha-D YDLALDPGR 510.3 
Q8C0M0 Wdr59 CDw12/WD repeat-containing protein 59 LYSGSPTR 440.7 
P97449 Anpep CD13/Aminopeptidase N TLDGTPAPNIDK 621.3 
P10810 Cd14 CD14/Monocyte differentiation antigen CD14 VQLQGLDLSHNSLR 527.3 
P08508 Fcgr3 
CD16/Low affinity immune-globulin gamma Fc 
region receptor III 
LDPPWIQVLK 604.9 
P11835 Itgb2 CD18/Integrin beta-2 SIANPEFDQR 588.8 
P25918 Cd19 CD19/B-lymphocyte antigen CD19 STSGSQLYVWAK 663.8 
P19437 Ms4a1 CD20/B-lymphocyte antigen CD20 EEIIELSGVSSQPK 758.4 
P19070 Cr2 CD21/Complement receptor type 2 GVSFTLIGEK 525.8 
P35329 Cd22 CD22/B-cell receptor CD22 WNPQGSGSVLK 586.8 
P20693 Fcer2 
CD23/Low affinity immunoglobulin epsilon Fc 
receptor 
LQDDLVNIK 529.3 
P01590 Il2ra CD25/Interleukin-2 receptor subunit alpha EPPPWK 377.2 
P28843 Dpp4 CD26/Dipeptidyl peptidase 4 VLEDNSALDR 566.3 
P41272 Cd27 CD27/CD27 antigen QLPNSTVYSQR 646.8 
P31041 Cd28 CD28/T-cell-specific surface glycoprotein CD28 QSPLLVVDSNEVSLSCR 952.0 
P09055 Itgb1 CD29/Integrin beta-1 LPDGVTINYK 560.3 
Q60846 Tnfrsf8 
CD30/Tumor necrosis factor receptor superfamily 
member 8 
ADTVIVGSVK 494.8 
Q08481 Pecam1 CD31/Platelet endothelial cell adhesion molecule SEYVTVQESFSTPK 801.4 
P08101 Fcgr2 
CD32/Low affinity immunoglobulin gamma Fc 
region receptor II 
TEAENTITYSLLK 741.9 
Q63994 Cd33 CD33/Myeloid cell surface antigen CD33 FQLLGDPQK 523.3 
Q64314 Cd34 CD34/Hematopoietic progenitor cell antigen CD34 AGLLLPWR 463.3 
Q08857 Cd36 CD36/Platelet glycoprotein 4 TGTTVYR 399.2 
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Q61470 Cd37 CD37/Leukocyte antigen CD37 LFFSQLSR 499.3 
P56528 Cd38 
CD38/ADP-ribosyl cyclase/cyclic ADP-ribose 
hydrolase 1 
HFSDIFLGR 364.5 
P55772 Entpd1 
CD39/Ectonucleoside triphosphate 
diphosphohydrolase 1 
SYPFDFQGAK 580.3 
P27512 Cd40 
CD40/Tumor necrosis factor receptor superfamily 
member 5 
GTSQTNVICGLK 639.3 
Q9QUM0 Itga2b CD41/Integrin alpha-Iib FGSAIAPLGDLNR 665.9 
O88186 Gp9 CD42a/Platelet glycoprotein IX VNCEGQGLTALPVIPAHTR 678.4 
O35930 Gp1ba CD42b/Platelet glycoprotein Ib alpha chain GQDLLGTVGIR 564.8 
P56400 Gp1bb CD42c/Platelet glycoprotein Ib beta chain LLPYVAEDELR 659.4 
O08742 Gp5 CD42d/Platelet glycoprotein V GVFQGLR 388.7 
P15702 Spn CD43/Leukosialin TSTTSTQDPITTR 704.8 
P15379 Cd44 CD44/CD44 antigen TEDNQDWTQWK 725.8 
P06800 Ptprc 
CD45/Receptor-type tyrosine-protein phosphatase 
C 
YVDILPYDYNR 715.9 
O88174 Cd46 CD46/Membrane cofactor protein LFYAVGEK 463.8 
Q61735 Cd47 CD47/Leukocyte surface antigen CD47 ISVSDLINGIASLK 715.4 
P18181 Cd48 CD48/CD48 antigen STFYTCQVSNPVSSK 852.9 
Q3V3R4 Itga1 CD49a/Integrin alpha-1 TGDVVNFK 440.2 
Q62469 Itga2 CD49b/Integrin alpha-2 VFSIPFYK 500.8 
Q62470 Itga3 CD49c/Integrin alpha-3 AAFLSEQLQPLSR 730.4 
Q00651 Itga4 CD49d/Integrin alpha-4 VTLTIPLR 456.8 
P11688 Itga5 CD49e/Integrin alpha-5 DGVSVLVGAPK 521.3 
Q61739 Itga6 CD49f/Integrin alpha-6 DDITFVSGAPR 589.3 
P43406 Itgav CD51/Integrin alpha-V YDPNVYSIK 549.8 
Q61451 Cd53 CD53/Leukocyte surface antigen CD53 MGMSSLK 393.2 
P13597 Icam1 CD54/Intercellular adhesion molecule 1 TFDLPATIPK 551.8 
Q61475 Cd55 
CD55/Complement decay-accelerating factor, GPI-
anchored 
SDVGQWSSPPPR 656.8 
P13595 Ncam1 CD56/Neural cell adhesion molecule 1 DISWFSPNGEK 640.3 
O55186 Cd59a CD59a/CD59A glycoprotein QSDCHGEIIMDQLEETK 683.6 
P58019 Cd59b CD59b/CD59B glycoprotein QVYQQCWK 570.3 
O54890 Itgb3 CD61/Integrin beta-3 WDTANNPLYK 611.3 
Q00690 Sele CD62E/E-selectin EEINYLNSNLK 668.8 
P18337 Sell CD62L/L-selectin MVFPWR 426.2 
Q01102 Selp CD62P/P-selectin AYSWNNSR 499.2 
P41731 Cd63 CD63/CD63 antigen SFQQQMQNYLK 715.8 
P26151 Fcgr1 
CD64/High affinity immunoglobulin gamma Fc 
receptor I 
YTSAGVSITVK 563.3 
P31809 Ceacam1 
CD66a/Carcinoembryonic antigen-related cell 
adhesion molecule 1 
FHVHPILLK 368.6 
P31996 Cd68 CD68/Macrosialin LQAAQLPDK 492.3 
P37217 Cd69 CD69/Early activation antigen CD69 SWALAQR 416.2 
O55237 Cd70 CD70/CD70 antigen WGAGPALGR 442.7 
Q62351 Tfrc CD71/Transferrin receptor protein 1 QLSQNTYTPR 604.3 
P21855 Cd72 CD72/B-cell differentiation antigen CD72 LAAFDEPSK 489.3 
Q61503 Nt5e CD73/5'-nucleotidase QVPVVQAYAFGK 653.9 
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P04441 Cd74 
CD74/H-2 class II histocompatibility antigen 
gamma chain 
SGPLEYPQLK 566.3 
P11911 Cd79a 
CD79a/B-cell antigen receptor complex-associated 
protein alpha chain 
VEGGPPSLTVNLGEEAR 862.9 
Q00609 Cd80 CD80/T-lymphocyte activation antigen CD80 VWPEYK 411.2 
P35762 Cd81 CD81/CD81 antigen HDPQTTSLLYLELGNK 610.3 
P40237 Cd82 CD82/CD82 antigen EEAWDYVQAQVK 733.4 
O88324 Cd83 CD83/CD83 antigen VSESGTESVELPESK 789.4 
Q18PI6 Cd84 CD84/SLAM family member 5 DVTYSWSPFGEK 708.3 
P42082 Cd86 CD86/T-lymphocyte activation antigen CD86 LVLYEHYLGTEK 488.9 
P35456 Plaur 
CD87/Urokinase plasminogen activator surface 
receptor 
YLECASCTSLDQSCER 989.9 
P01831 Thy1 CD90/Thy-1 membrane glycoprotein VTLSNQPYIK 581.8 
Q91ZX7 Lrp1 
CD91/Prolow-density lipoprotein receptor-related 
protein 1 
SLPPAAPPTTSNR 654.8 
Q6X893 Slc44a1 CD92/Choline transporter-like protein 1 EAVIPEQLQIAEDNLR 919.5 
O89103 Cd93 CD93/Complement component C1q receptor HVQQALTQLLK 426.9 
O54707 Klrd1 CD94/Natural killer cells antigen CD94 WVGHQCNCYFISK 566.9 
P25446 Fas 
CD95/Tumor necrosis factor receptor superfamily 
member 6 
SDAYQDLIK 526.8 
Q3U0X8 Cd96 CD96/T-cell surface protein tactile LHLSPVQIQDDGR 493.3 
Q9Z0M6 Cd97 CD97/CD97 antigen FDFTSVESIEPR 713.8 
P10852 Slc3a2 CD98/4F2 cell-surface antigen heavy chain DVELNELEPEK 657.8 
Q8BIF0 Cd99l2 CD99/CD99 antigen-like protein 2 GENLEAVVCEEPQVTYSK 1026.5 
O09126 Sema4d CD100/Semaphorin-4D TAVAFAPVPR 514.8 
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Supplemental Table S2-3. Target peptide optimized transitions for quantification of 
CD antigens in brain capillaries (Bcap) of sepsis and normal mice for quantitative 
targeted proteomics with the artificial internal standard proteins (CD-I and CD-II)-
derived peptides 
Uni-Prot 
Accession 
No. 
Alias St/Is Probe Sequence 
Transitions (m/z) 
 
TOF range (m/z ± 0.025) 
Q1 Q3-1 Q3-2 Q3-3 Q3-4 
P22646 
CD3e/T-cell surface 
glycoprotein CD3 epsilon chain 
St NTYLYLK 457.8 699.4076 536.3443 423.2602 216.0979 
Is NTYLYLK 462.2 705.3898 541.3294 427.2483 219.0890 
P11942 
CD3g/T-cell surface 
glycoprotein CD3 gamma chain 
St ETSNPLQVYYR 685.3 938.5094 728.3726 600.3140 501.2456 
Is ETSNPLQVYYR 693.3 949.4768 737.3459 607.2933 507.2278 
P06332 
CD4/T-cell surface 
glycoprotein CD4 
St GSFPLIINK 494.8 844.5291 697.4607 487.3239 374.2398 
Is GSFPLIINK 500.3 853.5024 705.4370 493.3061 379.2250 
Q61003 
CD6/T-cell differentiation 
antigen CD6 
St VPVTIESSVPVSVK 720.9 1145.6412 931.5095 802.4669 529.3344 
Is VPVTIESSVPVSVK 728.4 1157.6057 941.4798 811.4402 535.3166 
P50283 CD7/T-cell antigen CD7 
St QEPTVDR 422.7 587.3148 490.2620 389.2143 258.1084 
Is QEPTVDR 428.2 595.2910 497.2412 395.1965 261.0996 
P40240 CD9/CD9 antigen 
St ELQEFYK 478.7 714.3457 586.2871 457.2445 310.1761 
Is ELQEFYK 483.2 721.3250 591.2723 461.2327 313.1672 
Q61391 CD10/Neprilysin 
St IGYPDDIISNENK 739.4 1144.5481 704.3573 591.2733 334.1761 
Is IGYPDDIISNENK 747.3 1157.5095 713.3307 599.2496 337.1672 
Q9QXH4 CD11c/Integrin alpha-X 
St TTFQLELPVK 588.3 973.5717 826.5033 698.4447 343.2340 
Is TTFQLELPVK 594.3 983.5420 835.4766 705.4239 347.2221 
Q8C0M0 
CDw12/WD repeat-containing 
protein 59 
St LYSGSPTR 440.7 767.3682 604.3049 517.2729 277.1547 
Is LYSGSPTR 446.2 777.3386 613.2782 525.2492 279.1487 
P10810 
CD14/Monocyte differentiation 
antigen CD14 
St VQLQGLDLSHNSLR 527.3 1111.5854 713.3689 676.8677 556.2964 
Is VQLQGLDLSHNSLR 534.6 1127.5380 725.3333 686.3395 564.2726 
P25918 
CD19/B-lymphocyte antigen 
CD19 
St STSGSQLYVWAK 663.8 1138.5891 1051.5571 666.3610 404.2292 
Is STSGSQLYVWAK 671.3 1151.5506 1063.5215 673.3402 409.2144 
P19437 
CD20/B-lymphocyte antigen 
CD20 
St EEIIELSGVSSQPK 758.4 1031.5368 902.4942 789.4101 702.3781 
Is EEIIELSGVSSQPK 766.4 1043.5012 913.4616 799.3805 711.3514 
P19070 
CD21/Complement receptor 
type 2 
St GVSFTLIGEK 525.8 660.3927 446.2609 333.1769 605.3293 
Is GVSFTLIGEK 531.3 667.3719 451.2461 337.1650 611.3115 
P28843 CD26/Dipeptidyl peptidase 4 
St VLEDNSALDR 566.3 919.4116 790.3690 675.3420 213.1598 
Is VLEDNSALDR 573.3 931.3760 801.3364 685.3124 215.1538 
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P41272 CD27/CD27 antigen 
St QLPNSTVYSQR 646.8 1051.5167 840.4210 553.2729 242.1499 
Is QLPNSTVYSQR 655.3 1065.4752 851.3884 561.2492 245.1410 
Q60846 
CD30/Tumor necrosis factor 
receptor superfamily member 8 
St ADTVIVGSVK 494.8 802.5033 701.4556 602.3872 489.3031 
Is ADTVIVGSVK 500.3 811.4766 709.4319 609.3664 495.2853 
Q08481 
CD31/Platelet endothelial cell 
adhesion molecule 
St SEYVTVQESFSTPK 801.4 1123.5630 1022.5153 923.4469 380.1452 
Is SEYVTVQESFSTPK 809.4 1135.5274 1033.4827 933.4172 383.1363 
P08101 
CD32/Low affinity 
immunoglobulin gamma Fc 
region receptor II 
St TEAENTITYSLLK 741.9 1252.6783 1052.5986 724.4240 231.0975 
Is TEAENTITYSLLK 749.4 1265.6398 1063.5660 731.4032 233.0916 
Q64314 
CD34/Hematopoietic 
progenitor cell antigen CD34 
St AGLLLPWR 463.3 684.4192 571.3351 458.2510 355.2340 
Is AGLLLPWR 469.3 693.3925 579.3114 465.2303 359.2221 
Q08857 CD36/Platelet glycoprotein 4 
St TGTTVYR 399.2 696.3675 639.3461 538.2984 437.2507 
Is TGTTVYR 404.2 705.3408 647.3223 545.2776 443.2329 
Q61470 CD37/Leukocyte antigen CD37 
St LFFSQLSR 499.3 884.4625 737.3941 590.3257 261.1598 
Is LFFSQLSR 505.3 895.4299 747.3644 599.2990 263.1538 
P55772 
CD39/Ectonucleoside 
triphosphate 
diphosphohydrolase 1 
St SYPFDFQGAK 580.3 909.4465 812.3937 665.3253 251.1026 
Is SYPFDFQGAK 586.3 919.4168 821.3670 673.3016 253.0967 
O35930 
CD42b/Platelet glycoprotein Ib 
alpha chain 
St GQDLLGTVGIR 564.8 943.5571 715.4461 602.3620 527.2824 
Is GQDLLGTVGIR 572.3 955.5215 725.4165 611.3354 533.2646 
P56400 
CD42c/Platelet glycoprotein Ib 
beta chain 
St LLPYVAEDELR 659.4 1091.5368 994.4840 831.4207 732.3523 
Is LLPYVAEDELR 666.3 1103.5012 1005.4514 841.3910 741.3256 
O08742 CD42d/Platelet glycoprotein V 
St GVFQGLR 388.7 620.3515 473.2831 345.2245 157.0972 
Is GVFQGLR 394.2 629.3248 481.2593 351.2067 159.0912 
P15379 CD44/CD44 antigen 
St TEDNQDWTQWK 725.8 1220.5331 863.4046 562.2984 333.1921 
Is TEDNQDWTQWK 734.3 1235.4886 873.3750 569.2776 337.1803 
P06800 
CD45/Receptor-type tyrosine-
protein phosphatase C 
St YVDILPYDYNR 715.9 940.4523 827.3682 378.1660 604.3341 
Is YVDILPYDYNR 723.3 951.4197 837.3386 381.1571 609.3193 
O88174 
CD46/Membrane cofactor 
protein 
St LFYAVGEK 463.8 813.4141 666.3457 503.2824 333.1769 
Is LFYAVGEK 468.2 821.3904 673.3250 509.2646 337.1650 
Q3V3R4 CD49a/Integrin alpha-1 
St TGDVVNFK 440.2 778.4094 721.3879 606.3610 507.2926 
Is TGDVVNFK 445.2 787.3827 729.3642 613.3402 513.2748 
Q62469 CD49b/Integrin alpha-2 
St VFSIPFYK 500.8 901.4818 754.4134 554.2973 247.1441 
Is VFSIPFYK 505.3 909.4581 761.3926 559.2825 249.1382 
Q62470 CD49c/Integrin alpha-3 
St AAFLSEQLQPLSR 730.4 1057.5636 600.3464 472.2878 988.5098 
Is AAFLSEQLQPLSR 739.4 1071.5221 609.3197 479.2671 999.4772 
Q61739 CD49f/Integrin alpha-6 
St DDITFVSGAPR 589.3 834.4468 733.3991 586.3307 487.2623 
Is DDITFVSGAPR 596.3 845.4142 743.3695 595.3041 495.2386 
Q61475 
CD55/Complement decay-
accelerating factor, GPI-
anchored 
St SDVGQWSSPPPR 656.8 1011.5007 826.4206 640.3413 466.2772 
Is SDVGQWSSPPPR 665.3 1025.4591 837.388 649.3146 473.2565 
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P26151 
CD64/High affinity 
immunoglobulin gamma Fc 
receptor I 
St YTSAGVSITVK 563.3 861.5040 774.4720 703.4349 265.1183 
Is YTSAGVSITVK 569.3 871.4744 783.4453 711.4111 267.1124 
P31996 CD68/Macrosialin 
St LQAAQLPDK 492.3 742.4094 671.3723 359.1925 242.1499 
Is LQAAQLPDK 498.3 751.3827 679.3485 363.1807 245.1410 
P37217 
CD69/Early activation antigen 
CD69 
St SWALAQR 416.2 558.3358 487.2987 374.2146 274.1186 
Is SWALAQR 422.2 567.3091 495.2750 381.1939 277.1097 
Q62351 
CD71/Transferrin receptor 
protein 1 
St QLSQNTYTPR 604.3 966.4639 751.3733 637.3304 272.1717 
Is QLSQNTYTPR 612.3 979.4254 761.3437 645.3067 277.1569 
P21855 
CD72/B-cell differentiation 
antigen CD72 
St LAAFDEPSK 489.3 793.3727 722.3355 331.1976 185.1285 
Is LAAFDEPSK 494.2 801.3489 729.3148 335.1857 187.1225 
Q61503 CD73/5'-nucleotidase 
St QVPVVQAYAFGK 653.9 1079.5884 883.4672 784.3988 228.1343 
Is QVPVVQAYAFGK 661.3 1091.5528 893.4376 793.3721 231.1254 
P04441 
CD74/H-2 class II 
histocompatibility antigen 
gamma chain 
St SGPLEYPQLK 566.3 890.4982 777.4141 648.3715 485.3082 
Is SGPLEYPQLK 572.3 899.4715 785.3904 655.3508 491.2904 
P11911 
CD79a/B-cell antigen receptor 
complex-associated protein 
alpha chain 
St VEGGPPSLTVNLGEEA
R 
862.9 1285.6747 988.5058 788.3897 561.2627 
Is VEGGPPSLTVNLGEE
AR 
873.4 1301.6272 1001.4673 799.3571 569.2390 
Q00609 
CD80/T-lymphocyte activation 
antigen CD80 
St VWPEYK 411.2 536.2715 439.2187 310.1761 286.1550 
Is VWPEYK 415.2 541.2567 443.2069 313.1672 289.1461 
P40237 CD82/CD82 antigen 
St EEAWDYVQAQVK 733.4 1136.5735 950.4942 835.4672 672.4039 
Is EEAWDYVQAQVK 741.3 1149.5349 961.4616 845.4376 681.3772 
O88324 CD83/CD83 antigen 
St VSESGTESVELPESK 789.4 1262.6111 1118.5576 888.4673 460.2402 
Is VSESGTESVELPESK 797.4 1275.5725 1129.5249 897.4406 465.2254 
Q18PI6 CD84/SLAM family member 5 
St DVTYSWSPFGEK 708.3 1201.5524 1100.5047 937.4414 850.4094 
Is DVTYSWSPFGEK 715.3 1213.5168 1111.4721 947.4118 859.3827 
P42082 
CD86/T-lymphocyte activation 
antigen CD86 
St LVLYEHYLGTEK 732.9 1252.6208 976.4734 626.8141 213.1598 
Is LVLYEHYLGTEK 740.4 1265.5823 987.4408 633.2948 215.1538 
P01831 
CD90/Thy-1 membrane 
glycoprotein 
St VTLSNQPYIK 581.8 962.5306 849.4465 762.4145 520.3130 
Is VTLSNQPYIK 588.3 973.4979 859.4168 771.3878 525.2981 
Q6X893 
CD92/Choline transporter-like 
protein 1 
St EAVIPEQLQIAEDNLR 919.5 1425.7332 717.3526 300.1554 413.2395 
Is EAVIPEQLQIAEDNLR 930.5 1443.6799 727.3229 303.1465 417.2276 
Q9Z0M6 CD97/CD97 antigen 
St FDFTSVESIEPR 713.8 1017.5211 916.4734 829.4414 730.3730 
Is FDFTSVESIEPR 721.3 1029.4855 927.4408 839.4118 739.3463 
P10852 
CD98/4F2 cell-surface antigen 
heavy chain 
St DVELNELEPEK 657.8 1100.5470 971.5044 858.4203 373.2082 
Is DVELNELEPEK 664.3 1111.5144 981.4748 867.3937 377.1963 
O09126 CD100/Semaphorin-4D 
St TAVAFAPVPR 514.8 757.4355 686.3984 539.3300 468.2929 
Is TAVAFAPVPR 521.3 767.4059 695.3717 547.3063 475.2721 
The target peptides of CD antigens were synthesized by digestion of CD-I and CD-II 
standard proteins. The m/z values of precursor ions (Q1) were calculated by Skyline. The 
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4 transitions (Q3-1-Q3-4) which produced the highest intensity product ions were 
selected. Peptides indicated in bold contain stable isotope-labeled amino acid residues 
(15N).  
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Supplemental Table S3-1. Details of SWATH-MS-identified peptides-derived from in vivo-BBB permeable cytosolic proteins in 
cerebrum 
Mouse cerebrum cytosolic proteins were biotinylated with biotin-SS-sulfo Osu, and the biotin-labeled cerebrum cytosolic proteins were 
intravenously administered to mice. Cerebrum cytosolic proteins were extracted from the administered mice at 1 hour, after PBS perfusion 
(20 mL) to wash out proteins in the vascular space. Non-treated normal mouse cerebrum cytosolic proteins were also extracted as a control. 
Biotin-labeled proteins were collected on streptavidin beads, and the collected proteins were eluted from the beads and digested with Lys-C 
Accession 
number 
Protein name Peptide sequence Charge 
Precursor 
ions 
m/z 
Product 
ions 
m/z 
Product  
ion type 
Peak area of product ions (counts) 
Average ratio ± 
SEM 
Biotin labeled-
cerebrum 
cytosol 
administrated 
Control Ratio 
P05201 
Aspartate aminotransferase, 
cytoplasmic 
LVLGDNSLAIR 2 585.8 
958.5 y9 30926  3807  8.12  
12.9  ± 4.0 845.4 y8 19931  2049  9.73  
673.4 y6 5937  283  20.95  
IVAATLSDPELFK 2 702.4 
633.4 y5 10157  0  - 
- 1191.6 y11 8447  1046  8.08  
835.4 y7 6877  0  - 
Q04447 Creatine kinase B-type DLFDPIIEER 2 623.8 
756.4 y6 24135  5544  4.35  
4.16  ± 0.25 871.5 y7 8511  2326  3.66  
1018.5 y8 6881  1544  4.46  
P52480-2 Pyruvate kinase isoform M1 LLFEELVR 2 509.8 
792.4 y6 45212  8105  5.58  
4.29  ± 0.64 645.4 y5 11945  3255  3.67  
516.3 y4 9058  2496  3.63  
 P16125 L-lactate dehydrogenase B chain LIASVADDEAAVPNNK 3 542.9 
472.3 y4 32473  4980  6.52  
6.19  ± 0 .59 642.4 y6 7568  1082  7.00  
571.3 y5 6646  1318  5.04  
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and trypsin. The peptide digest was examined by LC-MS/MS with SWATH-MS. Peak identification and calculation of peak areas of the 
product ions of identified peptides were done by PeakView software. Among the detected peptides, reliable peptides were extracted based on 
the peptide selection criteria as described in materials and methods. The peak area ratio of product ions of identified peptides was calculated 
between biotin-labeled cerebrum cytosol protein-administered mice and the control. The source proteins of peptides showing at least 2-fold 
increase in the administered mice are listed. 
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Supplemental Table S3-2. Details of SWATH-MS-identified peptides-derived from in vivo-BBB permeable cytosolic proteins in liver 
Accession 
number 
Protein name Peptide Charge 
Precursor 
ions 
m/z 
Product 
ions 
m/z 
Product  
ion type 
Peak area of product 
ions (counts)   
Average ratio ± 
SEM 
Biotin 
labeled-liver 
cytosol 
administrated 
Control Ratio 
Q99KI0 
Aconitate hydratase 
mitochondrial 
TDIANLAEEFK 2 625.8 
623.3 y5 10876  0  - 
- 921.5 y8 10552  8  1327.16  
850.4 y7 5688  116  48.92  
P05201 
Aspartate 
aminotransferase, 
cytoplasmic 
NLDYVATSIHEAVTK 3 554.3 
717.4 y13 15546  0  - 
- 1056.6 y10 9189  0  - 
684.4 y6 6343  68  93.68  
LVLGDNSLAIR 2 585.8 
958.5 y9 52556  3807  13.80  
22.4  ± 6.5  845.4 y8 37740  2049  18.42  
673.4 y6 9948  283  35.11  
IVAATLSDPELFK 2 702.4 
1191.6 y11 19014  1046  18.18  
- 633.4 y5 18816  0  - 
835.4 y7 15676  0  - 
P06745 
Glucose-6-phosphate 
isomerase 
HFVALSTNTAK 3 396.9 
455.2 b4 35818  1354  26.45  
22.3  ± 5.0  621.3 y6 22205  793  28.01  
384.2 b3 8165  659  12.39  
P15105 Glutamine synthetase LVLC[CAM]EVFK 2 504.3 
795.4 y6 74120  8266  8.97  
8.56  ± 1.76 682.3 y5 14117  1240  11.38  
894.5 y7 8173  1536  5.32  
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P52480-2 
Pyruvate kinase isoform 
M1 
LLFEELVR 2 509.8 
792.4 y6 80925  8105  9.98  
7.55  ± 1.22 645.4 y5 20378  3255  6.26  
516.3 y4 15954  2496  6.39  
 P16125 
L-lactate dehydrogenase 
B chain 
LIASVADDEAAVPNNK 2 813.9 
472.3 y4 100542  7860  12.79  
11.3  ± 1.2  1143.5 y11 13032  1067  12.22  
571.3 y5 6566  729  9.01  
LIASVADDEAAVPNNK 3 542.9 
472.3 y4 67504  4980  13.56  
12.3  ± 1.4  642.4 y6 14991  1082  13.86  
571.3 y5 12544  1318  9.52  
Q04447 Creatine kinase B-type DLFDPIIEER 2 623.8 
756.4 y6 27276  5544  4.92  
4.99  ± 0.60 1018.5 y8 9378  1544  6.07  
871.5 y7 9234  2326  3.97  
Q9QZZ4 
Unconventional myosin-
XV 
GLFSSVPAR 2 467.3 
616.3 y6 41067  271  151.58  
53.7  ± 49.0 763.4 y7 13532  1859  7.28  
382.2 y7 6543  2860  2.29  
P10649 
Glutathione S-transferase 
Mu 1 
YIATPIFSK 2 520.3 
763.4 y7 51509  11905  4.33  
3.78  ± 0.33 591.4 y5 12103  3158  3.83  
381.2 y3 6686  2107  3.17  
Mouse liver cytosolic proteins were biotinylated with biotin-SS-sulfo Osu, and the biotin-labeled liver cytosolic proteins were 
intravenously administered to mice. Cerebrum cytosolic proteins were extracted from the administered mice at 1 hour, after PBS perfusion 
(20 mL) to wash out proteins in the vascular space. Non-treated normal mouse cerebrum cytosolic proteins were also extracted as a control. 
Biotin-labeled proteins were collected on streptavidin beads, eluted from the beads, and digested with Lys-C and trypsin. The peptide digest 
was examined by LC-MS/MS with SWATH-MS. Peak identification and calculation of peak areas of the product ions of identified peptides 
were done by PeakView software. Among the detected peptides, reliable peptides were extracted based on the peptide selection criteria as 
described in materials and methods. The peak area ratios of product ions of identified peptides were calculated between biotin-labeled liver 
cytosol protein-administered mice and the control. The source proteins of peptides showing at least 2-fold increase in the administered mice 
are listed. 
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Supplemental Table S3-3. Target peptide transitions for quantification of Rabbit 
CK-M, hTf, BSA, reference peptides 
Accession 
number 
Molecular name Probe Sequence St/Is 
  SRM/MRM transitions (m/z) 
Q1 Q3-1 Q3-2 Q3-3 Q3-4 
P00563 
Rabbit creatine 
kinase Muscle-type 
SEEEYPDLSK St 598.8 980.5 851.4 722.4 559.3 
SEEEYPDLSK Is 602.8 988.5 859.4 730.4 567.3 
P02787 
Human 
serotransferrin 
EGYYGYTGAFR St 642.3 934.4 771.4 551.3 450.2 
EGYYGYTGAFR Is 647.3 944.5 781.4 561.3 460.3 
P02769 
Bovine serum 
albumin 
AEFVEVTK St 461.7 722.4 476.3 347.2 248.2 
AEFVEVTK Is 465.8 730.4 484.3 355.2 256.2 
- 
Reference 
peptide^VI 
VIAPVLGR St 412.8 612.4 541.3 306.7 271.2 
VIAPVLGR Is 417.8 622.4 551.4 311.7 276.2 
- 
Reference 
peptide^LF 
LFGPSIPLAR St 535.8 810.5 753.5 456.3 405.7 
LFGPSIPLAR Is 540.8 820.5 763.5 466.3 410.7 
These SRM/MRM transitions were used in the measurements with the micro LC-
QTRAP5500 system. Amino acids indicated in bold were labeled with 13C and 15N.  
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